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摘 要：89:6:;<8分析适用于种和种间水平的多相分类研究。文章对89:6:;<8方法应

用于糖单孢菌属分类的具体方法进行了探讨；报道了一组适于糖单孢菌属89:6:;<8分析

的限制性内切酶，并用这组酶对#株糖单孢菌属分离株进行了研究，进一步探讨了实验菌株

在该属的分类地位。同时指出了89:6:;<8方法应用中应注意的问题。
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糖单孢菌属（!"##$"%&’&(&)*&%"）是假诺卡氏菌科的一个属。该属是一类有重要生

物活性的放线菌，其主要特征是%#=/*0>序列在进化上形成一相关的群。通常该属的

鉴定是首先从化学分类做起，然后再进行%#=/*0>序列分析。但是，化学分类工作量大

且耗费也大，%#=/*0>／:0>序列分析又很不经济，也没有必要进行大量菌株的序列分

析［%］。所以，建立快速方便又较准确的分类方法显得十分必要。已报道，%#=/*0>的

89:6限制性酶切片段长度多型性分 析（89:6/+AB/C,B+DE/FG-+HBA(+HGBIJ’(K-’/JICA-
FHF(KACA，89:6:;<8）可用于种到属水平的研究［$］，本文旨在探讨该方法应用于糖单孢菌

属研究的可行性，并与已报道的方法进行比较。

! 材料和方法

!)! 菌种

糖单孢菌属#个种（含已并入!#’+",-%."的“!#’+#".)/"”）的模式菌株!#’+
",-%."L9M433%3、!#’+#0"(."L9M433$N、!#’+12"-#"L9M4!!!N、“!#’+#".)/"”

L9M1"27N、!#’+3/%/4/)L9M1"1#N、!#’+5/(6/"(1.()/)99N99>>24$"%N及编号分别为

%、!、%2@%、$"$、$%$和$$@%的糖单孢菌属分离株#株。

!./ 工具酶与试剂

NFO*0>聚合酶、限制性内切酶、琼脂糖为8/’-+GF产品；溶菌酶、:0FA+和蛋白酶

P为M+/,Q产品；其它化学试剂均为进口分装。

!.0 菌体的培养与收集

所有实验菌株均接种于=FRB’H’A摇瓶，常温菌置于$7S、高温菌置于!3S摇瓶培养



至对数期，!"，#$$$$%／&’(离心收集菌体，分别用无菌水和)*缓冲液（#$&&+,／-)%’./
01,2#&&+,／-*3)4，50678）离心洗涤两次。

!"# 总$%&模板的提取

参考9’&［:］报道的方法进行总3;4模板的提取。

!"’ !()*$%&的+,-扩增

#8<%3;4扩增用引物为通用引物（-=(>，#??#）［!］，正向引物为@6A，反向引物为

#!?@%。引物的序列如下：

@6A（对应于!"#$%&B!@6位碱基）：C’D4E4E)))E4)11)EE1)14ED:’；

#!?@%（对应于!"#$%&#!?@!#C#!位碱基）：C’D)41EE1)411))E))41E41))
D:’。#8<%3;4扩增参照1FG(报道的方法［C］进行。

!"( !()*$%&的+,-.-/0+分析

H1I/IJ-H分析主要参照0>K(L%’MNO［8］的方法进行实验。

!"("! H1I产物的处理：（#）H1I产物用酚：氯仿：异戊醇（@C／@!／,，P／P）抽提一遍，再用

氯仿抽提一遍（!"，#@$$$%／&’(QC&’(），然后用@倍体积冰乙醇沉淀3;4，以除去盐、聚

合酶、多余的引物等。晾干后重溶于适量的去离子水中。（@）H1I扩增完毕，去油后不作

任何处理，H1I产物直接用于酶切。

!"("1 限制性内切酶的选择：从E>(R=(N／*SR-／33RT数据库调出糖单孢菌属的所有

已注册的#8<%3;4／%I;4序列，尤其是各种模式菌株的序列，选用不同的限制性内切酶

用3;4<U<软件进行模拟酶切（由于测序时可能存在的误差等因素，模拟结果与实际酶

切结果有时会不同）。由于放线菌3;4的E21&+,V较高，所以尽量选用识别序列中

E1多的内切酶来模拟；另外，由于#8<%3;4的大小只有#WCNX左右，因此应选识别!X5
的序列或C!8X5序列，且识别序列中E1较多的内切酶来模拟。

选定内切酶的原则是切出的多型性好，各个种最好都有特异性酶切片段（酶切图谱），

或在经一组酶分别切后能产生特异片段（酶切图谱）。

!"("2 限制性内切酶酶切：用模拟酶切选定的内切酶’()"（*+$"）、’),#、-./"
（’/)$）和0.)"进行酶切。酶切按限制性内切酶所附说明进行。

!"("# 酶切产物的电泳分离：电泳条件如下：@V琼脂糖凝胶，8$Y电压连续电泳@F；所

用电泳仪为HF=%&=M’=-9R7*1H<:$$$／#C$型。酶切产物的上样量为#C%-，所用核酸分

子量标准（S=N>%）为#NX3;4-=LL>%（EUR1Z／RI-，[<4）。

!"("’ 电泳图谱分析：根据;>’和-’［6］的分析方法，菌株间#8<%3;4的序列差异可用

其电泳图谱中所共有的限制性片段所占的比值来估测，根据这种比值可计算出菌株间的

遗传距离。本研究利用)I**1Z;［B］软件包中的[HES4方法对所的遗传距离进行聚

类分析，得出反映菌株间发育关系的聚类分析树状谱。

1 结果和讨论

1"! 限制性酶切结果

#8<%3;4扩增产物用四种内切酶消化后酶切产物的电泳结果分别见图#!!。
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图! 糖单孢菌属实验菌株及模式菌株!"#$%&’
的!"#!限制性酶切图谱
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图> 糖单孢菌属实验菌株及模式菌株!"#$%&’
的8*+!限制性酶切图谱

()*+> ,-./$)0/)1234//-$2.15!"#$%&’15/-././$4)2.426
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=42-I/1I42-I>.--()*+!+

图@ 糖单孢菌属实验菌株及模式菌株!"#$%&’
的!#0"限制性酶切图谱

()*+@ ,-./$)0/)1234//-$2.15!"#$%&’15/-././$4)2.426
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图? 糖单孢菌属实验菌株及模式菌株!"#$%&’
的9*#!限制性酶切图谱

()*+? ,-./$)0/)1234//-$2.15!"#$%&’15/-././$4)2.426
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!"! 讨论

由酶切图谱可知，包括实验菌株与模式菌株在内的所有糖单孢菌属菌株!"#$%&’
的!"#!酶切图谱完全相同，说明!"#!不适于糖单孢菌属的()*+*,-(分析，它不能将

任何一种与其它种区分开。

!"#$%&’扩增产物分别用其余.种限制性内切酶（$%#!，&"’!和$#("）酶切

后，经电泳分离可得到/种酶切图谱类型；!0株菌的!"#$%&’的.种酶切图谱类型共有

1种遗传图谱类型（表!）。其中菌株!、2、!/3!、“)*+,*#("-#”（4)5.6/7）和)*+,#./0(#
（4)5811!）具有相同的遗传图谱类型!；菌株060、0!0、003!和)*+,1-0-2-"（4)5.6."）

具有相同的遗传图谱类型#；而)*+,34#/*#（4)58222）、)*+,*5#6(#（4)58110）和

)*+,7-68-#63(6"-"（))9))’’/860!）分别具有独特的遗传图谱类型"、$、%。

表# 供试菌株的#$%&’()*+,-,./*限制性酶切图谱类型及遗传图谱类型

9:;<=! *=>?$@A?@BCD:??=$C>BE!"#$%&’()*+*,-(:CFG=C=?@AD:??=$C>BE?=>?=F>?$:@C>

#?$:@C
*=>?$@A?=FD:??=$CBE!"#$%&’ H=C=?@AD:??=$C

$%#! &"’! $#(" BE!"#$%&’
#?$:@C! : F I J
#?$:@C2 : F I J
#?$:@C!/K! : F I J
#?$:@C060 ; = @ JJ
#?$:@C0!0 ; = @ JJ
#?$:@C00K! ; = @ JJ
4)5.6." ; = @ JJ
4)5.6/7 : F I J
4)58222 : E @ JJJ
4)5811! : F I J
4)58110 A E @ JL

))9))’’/860! : G I L

!:&@@CF@A:?=?I=F@EE=$=C?D:??=$C?MD=>BE*,-(；J&L@CF@A:?=?I=F@EE=$=C?G=C=?@AD:??=$C>K

为进一步确定糖单孢菌属各种间及分离菌株在该属内的系统发育关系，将!"#$%&’
遗传图谱类型比较结果转化为遗传距离，采用平均连锁法进行聚类分析，得出聚类分析树

状谱（图1）。由树状谱可以看出，在/"N的相似性水平上有效描述的1个种各自独立，说

图1 根据’*%*’分析（$%#!、&#’!、$#("酶切）得出的糖单孢菌属的树状谱

,@GK1 %=CF$BG$:O;:>=FBC?I=P(H5’A<Q>?=$@CGBE#RBEABO;@C=F’*%*’D:??=$C>BE$=D$=>=C?:?@S=>BE?I=G=C=$:

)#**%#09+969"’90#@CA<QF@CG?I=?=>?>?$:@C>:>T=<<:>?MD=>?$:@C>T@?I?I=$=>?$@A?@BC=CUMO=ABO;@C:?@BC$%#!，&"’!
:CF$#("
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明利用这三个酶切!"#$%&’的()*+*,-(分析可以有效地将糖单孢菌属已知的.个种

区分开。由此推论，若利用这三个酶消化糖单孢菌属分离株的!"#$%&’电泳后得到了

不同于这.个种的谱型，则它极可能就是一个新种。

由实验结果可知，所选的这组（除!"#!之外）内切酶进行()*+*,-(分析对糖单孢

菌属只适用于种一级水平，而不能将不同菌株有效地分开，要利用此方法确保在种级水平

区分糖单孢菌属的不同种甚至还需要增加其它酶切的结果。选择限制性内切酶时应避免

选择识别序列中’/比例高的酶，因这类序列常位于糖单孢菌序列的保守区，酶解物的多

型性较差。

0112等［3］利用两种识别"个碱基序列的内切酶进行了糖单孢菌属!"#$%&’的

()*+*,-(分析，结果发现仅用$%#!和&’(!（$%#!识别位点为)))444，&’(!
识别位点为’)4)4/）两种酶即可将糖单孢菌属的5个种区分开，酶切结果一般仅!"6
条电泳带，多型性差，不可用于系统发育分析。推测，若将识别"78的酶与识别578的内

切酶结合使用，可望获得更多的特异性谱型。0112等也认为，糖单孢菌属()*+*,-(只

能产生种特异的酶切图谱，而没有菌株特异的图谱。

分离菌株!、5和!39!与$)%*#+(,-#、$)%*)#-".#”()*+*,-(谱型完全相同；:;:、

:!:和::9!与$)%*/.,.0."()*+*,-(谱型完全一致。由此可以得出如下结论：菌株!、

5、!39!和$)%*#+(,-#为同种或是同属内与$)%*#+(,-#关系最近的（不同）新分类单

元。同样可以得出这样的结论：:;:、:!:、::9!与$)%*/.,.0."为同种或是同属内与

$)%*#+(,-#关系最近的（不同）新分类单元。

包括 !"#!在 内 的5种 酶 切 图 谱 中，“$#))1#,2%232"42,#)#-".#”与 $#))1#5
,2%232"42,##+(,-#的带型均完全相同。这一结果与*<71=>8<2?的结果结果是一致的；文

献报道，二者具有完全相同的!"#$%&’序列［6］。0112［!;］等发现其不同菌株间%&’+
%&’杂 交 的 同 源 性 在@5A"3.A，故 将“$#))1#,2%232"42,#)#-".#”归 入 #))1#5
,2%232"42,##+(,-#。这与()*+*,-(分析结论是一致的。

实验时同时进行了()*产物直接酶切和酚：氯仿抽提，乙醇沉淀后酶切的对比，发现

()*产物直接酶切并不影响酶切效果。0112［3］比较了不同方法处理()*产物对酶切的

影响，发现()*产物经某些%&’纯化试剂盒纯化后的酶切效果并不比()*产物直接酶

解好（#B8CD?EDFGD2H($B8I<=纯化后酶切结果无变化，4J&J)-J’&#纯化后酶切效果

更差），异丙醇沉淀虽然会使得酶切效果欠佳，但却能显示种间的差异。因此当进行()*+
*,-(分析时可不必将()*扩增产物纯化处理，即可直接用于酶切，这使得该方法在试

剂应用上显得更加方便。
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