
!! 卷 "期
#$$!年 %月

微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
&’()!!
*+,-

.’)"

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
#$$!

基金项目：北京理工大学基础研究基金资助项目（/0123/42#$$"$%5$6）

作者简介：张建丽（78%! 9），女，山东平度市人，副教授，博士，主要从事放线菌系统分类学研究。1-(：6%27$2%687!:$!；4;<：6%27$2%687"#8"；

=2>;?(：@A;,BC?;,(?DE?F ) -G+) H,
收稿日期：#$$"2$I276，修回日期：#$$"27#2#"

链霉菌的 !"#$%&’基因指纹分析
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摘 要：对重复片段 J5K（L-M2J5K）基因指纹分析应用于链霉菌分子分型进行研究，结果表明 L-M2J5K基因指纹分析
具有分辨率高、稳定、重现性好、简便易行等特点，在一定程度上与 7%N LO.P序列比较结果相一致，是一种快速而有
效的 O.P指纹技术，能反映出链霉菌种和菌株水平的基因型、系统发育和分类学关系，可应用于种及以下水平的
分类和快速鉴定，尤其适用于分析大量的菌株或分离株。
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重复片段 J5K基因指纹分析（K-M-F?F?R-2-(->-,F
J5K B-,’>?H S?,B-LML?,F?,B，L-M2J5K）是一种以 O.P
为基础的分型方法，目前应用于 J5K的重复序列主
要是 /TU片段，大小为 7:!EM，是由保守性不同的亚
序列组成，最初定义了 " 种不同的亚单位，E’<P
（:IEM）、E’</（!"EM）和 E’<5（:$EM），而只有 E’<P亚单
位在不同细菌中表现出多拷贝和高保守性。按照

/TU片段中的 E’<P亚单位设计的寡核苷酸引物进
行 J5K，使得位于重复序列之间的不同基因区域得
以选择性扩增，得到大小不等的 O.P扩增片段，通
过对 J5K 产物进行电泳图谱分析获得分类学信
息［7，#］。该技术已应用于大肠杆菌（ !"#$%&’#$’( #)*
+’）［"］、肠沙门氏菌（ ,(+-).%++( %./%&’#(）［!］、黄单胞菌
属（0(./$)-).("）［:］等的分类和鉴定，但在放线菌中
应用的实例很少，N;G’VWXY 等［%］对几株致病性链霉
菌的 L-M2J5K研究显示，运用 /TUP7K 引物可以得
到稳定、可重复的特异性 O.P指纹图谱。.;>等［I］

对几株冢村氏菌（ 1"23(-2&%++(）的鉴定中也使用了
L-M2J5K指纹图谱分析。本文旨在探讨 L-M2J5K 基
因指纹分析技术应用于链霉菌属（ ,/&%4/)-5#%"）分类
研究的可行性，以期发现同种异名的菌株及新的分

类单位，为链霉菌资源的开发和持续利用提供理论

指导和科学依据。

( 材料和方法

()( 菌株来源
从菌种保藏机构 555Z[0Z5PN（5-,F-L S’L 5+(F+L-

5’((-HF?’, ’S Z?HL’2’LB;,?W>W，0,WF?F+F- ’S Z?HL’E?’(’BY，
5A?,-W- PH;G->Y ’S NH?-,H-W）、ONZ\（ O-+FWHA-
N;>>(+,B R’, Z?XL’’LB;,?W>-, +,G \-((X+(F+L-,）和 *5Z
（*;M;, 5’((-HF?’, ’S Z?HL’’LB;,?W>W）获得链霉菌典型
菌株 7:$株。中国土壤分离菌株 P#:［6］来自中国科
学院微生物研究所放线菌分类研究室。

()* 菌体的培养和收集
将实验菌株分别接种于贝奈特液体培养基（每

升含葡萄糖 7$B，5;W-?, -,@Y>;F?H AYGL’(YW;F- #B，]-;WF
-<FL;HF 7B，/--S -<FL;HF 7B，M^ I_"）、*5Z !#号液体培
养基（每升含可溶性淀粉 7$B，]-;WF -<FL;HF #B，M^
I_"）和高氏一号液体培养基（每升含可溶性淀粉
7$B，‘.T" 7B，‘#^JT! $_:B，ZBNT!·I #̂T $_:B，.;5(

$_:B，4-NT!·I #̂T $_$7B，M^ I_"）中，#6a摇瓶培养

#!A、!6A和 I#A。检查无污染后，!a7$$$$L[>?,离心
7$>?,收集菌体，用无菌水离心洗涤 # 次，再用 1=
/+SS-L离心洗涤 #次。
()+ 总 ,-.模板的提取
按照 K;?,-Y等［8］的方法提取和纯化总 O.P。

()/ %&’扩增
扩增用引物为 /TUP7K 引物，主要参照 N;G2

’VWXY等［%］的方法进行扩增。
()0 %&’产物的电泳分离和图谱观察

#b琼脂糖制成凝胶，取 8!c J5K产物与 7!c上
样缓冲液混匀后上样，用 7 d 1/=电泳缓冲液，7"$&
电泳 ##$>?,。凝胶染色后，在紫外灯下观察结果，



照相并保存为 !"##文件。
!"# $%&’()*基因指纹图谱分析
用 $%&’()*+%,-生物软件（.//0%*1 2345-，6&+4+%7

89，$*0:%()）分析 +*/7;<=基因指纹图谱，用非加权
平均连锁法（>?@*%:54*1 /3%+ :+&(/ )*45&1 (-%?: 3A*+7
3:*- 30:&+%45)，>;B2.）进行聚类分析，构建树状图。
!"+ 以 !#, $-./ 序列为基础的系统发育分析
从 B*?$3?9数据库中获得链霉菌属部分典型菌

株的 CDE +F’.序列，构建系统发育树。序列对排用
<G>E!.G HCIJ /+&:+3)［CK］，进化树的构建按照
’*%:5L&(+78&%?%?: 方法［CC］，用 ;MNG"; /+&:+3) 中的
’O"BM$P>= /+&:+3) 进行。进化树分枝模式的稳定
性用 ;MNG";中的 EOQ$PP!、F’.F"E!和 <P’EO’EO
分析［CR］。

0 结果

0"! 链霉菌典型菌株 $%&’()*基因指纹图谱分析
采用 $PH.C=引物对 CSK株链霉菌典型菌株进

行了 +*/7;<= 扩增和电泳分离，;<= 产物在 CSK T
RUKKL/位置有多条特定的电泳带，且不受培养基组
分、菌龄等的影响，从 U 种培养基（贝奈特培养基、
V<2 WR号培养基和高氏一号培养基）和 U个培养时
间（RW5、WJ 5和 XR 5）收集的菌体有相似的图谱。对
获得的图谱进行计算机聚类分析，并建立了数据库，

结果表明这些菌株可被分成不同的类群，其中淡灰

链霉菌（! Y "#$%&"%$&）、苦胆链霉菌（! Y ’%((%)&）、淤泥
链霉菌（! Y (*+,&)&）、加利利链霉菌（ ! Y -#(*(#%)&）和
桑氏链霉菌（! Y &#+.&,$**）；微白黄链霉菌（ ! Y #(/*0
1,’(#2)&）和亚黄红链霉菌（ ! Y &)/3)4*()&）；嗜氨基链
霉菌（! Y #+*$,.5*()&）和可可链霉菌（ ! Y "#"#,*）；青
蓝链霉菌（ ! Y "#%3)(%)&）和雪白链霉菌（ ! Y $*2%)&）；
暗红链霉菌（ ! Y %36453,-3*&%)&）和灰肉红链霉菌（ ! Y
-3*&%,*$"#3$#4)&）；龟裂链霉菌（ ! Y 3*+,&)&）和龟裂链
霉菌龟裂亚种（ ! Y 3*+,&)& -(L-/Y 3*+,&)&）之间的相
似性高于 +*/7;<=技术中定义细菌种的界限 XRZ。
0"0 $%&’()*基因指纹分析树状图和 !#, $-./进
化树的比较

在供试的 CSK株链霉菌中，只有 WJ株具有 CDE
+F’.全序列。基于 +*/7;<= 基因指纹图谱构建了
WJ个链霉菌典型菌株相互关系的树状图（图 C）。
! Y "#$%&"%$&、! Y ’%((%)&、! Y (*+,&)&、! Y -#(*(#%)& 和
! Y &#+.&,$** 以 XDZ的相似性形成一个聚类群 =C；

土味链霉菌（ ! Y ,1,3*’%3）与聚类群 =C 的关系也较

近，相似性为 XKZ；而 ! Y #(/*1,’(#2)& 和天蓝色莲霉

菌（! Y ",%(*",(,3）位于不同的分枝。
基于 CDE +F’.全序列构建了 WJ个链霉菌典型

菌株相互关系的系统进化树（图 R）。除 ! Y -#(*(#%)&
处于另外的分枝外，! Y "#$%&"%$&、! Y ’%((%)&、! Y (*0
+,&)&、! Y &#+.&,$** 和 ! Y ,1,3*’%3 分享几乎 CKKZ的
CDE +F’. 序列相似性。 ! Y #(/*1,’(#2)& 和 ! Y ",%(*0
",(,3 也位于该聚类群，具有同样高的相似性。结果
表明，+*/7;<=基因指纹分析与 CDE +F’.序列分析
结果有一定的相关性，前者可为后者提供进一步工

作的依据。

在 +*/7;<=基因指纹图谱树状图中，! Y #(/*10
,’(#2)& 和 ! Y &)/3)4*()& 具有 JKZ的相似性，位于同一
个聚类群 =R；而在 CDE +F’.系统进化树中，这两个
种却在不同的分枝上。这说明无论是 +*/7;<=基因
指纹分析，或是 CDE +F’.序列分析结果，都只能作
为多相分类（;&0[/53-%, 43\&?&)[）中的指标之一。有
待于通过采用形态、生理生化特性、化学分类和分子

分类等技术和方法，综合表型、基因型和系统发育的

信息，才能确定 ! Y #(/*1,’(#2)& 和 ! Y &)/3)4*()& 正确
的分类地位。

0"1 链霉菌分离菌株的 $%&’()*基因指纹图谱分
析

菌株 .RS 是从中国土壤分离得到的一株链霉
菌。与菌株 .RS的 CDE +F’.序列相似性高于 ]XZ
的链霉菌典型菌株有 CW 个，它们是浅天蓝链霉菌
（! Y ",%3)(%&"%$&），黑胡桃链霉菌（ ! Y $,-#(#4%3），灰
色链霉菌（ ! Y -3*&%)&），! Y #(/*1,’(#2)&，委内瑞拉链
霉菌（ ! Y 2%$%7)(#%），泛温链霉菌（ ! Y %)3645%3+)&），
结节链霉菌（! Y $,1,&)&），唐德链霉菌（ ! Y 4%$1#%），
鲁地链霉菌鲁地亚种（ ! Y 3)4-%3&%$&*& -(L-/Y 3)4-%30
&%$&*&），! Y -,)-%3,4**，! Y ’%((%)&，中间型链霉菌（ ! Y
*$4%3+%1*)&），天青链霉菌（! Y "#%(%&4*&）和生二素链霉
菌（! Y #+/,’#"*%$&），从基于 +*/7;<= 基因指纹图谱
构建的菌株 .RS与 CW个 CDE +F’. 序列相似种之间
关系的树状图（图 U）看出，菌株 .RS 与它们之间的
相似性低于 XRZ，可以视为不同的基因种。以 CDE
+F’.为基础的系统发育分析、表型分析、以及 F’.7
F’.杂交实验也证实菌株 .RS 是链霉菌属中的一
个新种，现已生效发表［J］。

1 讨论
链霉菌属是放线菌目中种的数量最大的一个

属。自从 C]WU年 ^39-)3?和 M*?+%,%［CU］建立链霉菌
属以来，由于其重要的应用价值，使得人们不断从中
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图 ! 基于 "#$%&’(基因指纹图谱构建的 )*个链霉菌典型菌株相互关系的树状图
!"#$% &’()*+#*,- +. *’/,0’)(’11 +. 23 045’ 10*,"(1 +. 06’ #’(71 !"#$%"&’()$* )’*"8’) .*+-

*’59:;< &=> ."(#’*5*"(01 #’(’*,0’) .*+- 06’ ?@A>%< 5*"-’*

筛选新的抗生素和其它生物活性物质，被描述的种

从 2B个上升至 CBBB多个，显然，其中的许多种属于
同种异名。国际链霉菌计划（D(0’*(,0"+(,/ !"#$%"&’(+
)$* :*+E’F0，DG:）和 H"//",-1等［%2］的数值分类也未能
根本解决种的过度描述问题［%I］，目前链霉菌属的分

类仍处于较为混乱的状态，生效描述的种已达 ICB
个。因此，建立快速、准确的链霉菌鉴定方法和分类

系统是链霉菌研究的重要课题。

放线菌分类由最初的以培养特征、形态特征和

生理生化特性描述为主发展到现在的分子分类。在

此过程中，技术的改进与提高始终影响着放线菌分

类方法学的改进，共同推动放线菌分类学向着自然

分类系统靠近。在多相分类方法中，&=>同源性分
析是建立新种的重要标准［%J］，但对大量菌株进行

&=>9&=>杂交显然是不切实际的。随着核酸测序
技术的发展，%JG *&=>序列越来越多地被用于放线
菌的系统进化研究，被认为是细菌分类鉴定研究的

“K+/) 10,(),*)”。但 %JG *&=> 测序较慢且价格较

贵，因此 ICB种链霉菌中不足 %LC被测序，在实际工
作中对所有的分离菌株都进行 %JG *&=>测序也是
不现实的。所以，建立快速方便、又较准确的分类方

法和系统显得十分必要。由于 %JG *&=>只是细菌
&=>信息中的一小部分，它们反映的菌株间的关系
可能会有偏差；且保守性很强，有时不能提供足够的

分辨率区分亲缘关系较近的种或相关属，在这种情

况下就必须运用其它多种分类方法和手段来确定菌

株的分类地位。

*’59:;<基因指纹分析采用的分类信息来自于
全基因组。该法能在种及菌株水平上反映出链霉菌

属的基因型、系统发育和分类关系，具有分辨率高、

稳定、重现性好、简便易行等特点，在一定程度上与

%JG *&=> 序列比较结果相一致，是一种快速而有效
的 &=>指纹技术，因此可作为一种快速鉴定方法，
它的最大优点是适用于分析大量的菌株或分离株。

通过与数据库中的 *’59:;<基因指纹图谱相比较，
将为进一步的分类鉴定提供理论指导。基于 *’59

C3MC 期 张建丽等：链霉菌的 *’59:;<基因指纹分析



图 ! 基于 "#$ %&’(全序列构建的 )*个链霉菌典型菌株相互关系的系统进化树
!"#$% &’ (’)**+,- ’,"#./*()01*"’"’# +),, /23,- *’ 456 )78& 3,9(,’:, 3.*;"’# +., ),<2+"*’3."=3 2>*’# ?@ +A=, 3+)2"’3 *B +., #,’(3 !"#$%"&’()$*

C., 3:2<, /2) "’-":2+,3 DED4 3(/3+"+(+"*’3 =,) ’(:<,*+"-, =*3"+"*’$

图 + 基于 %,-./01基因指纹图谱构建的菌株 (!2与 ")个 "#$ %&’(序列相似种之间关系的树状图
!"#$F GHIJ& :<(3+,) 2’2<A3"3 *B ),=0HKL B"’#,)=)"’+3 *B 3+)2"’ &%M 2’- 4? ."#.<A ),<2+,- 3+)2"’3 /23,- *’ 2<>*3+ :*>=<,+, 456 )78& 3,9(,’:,

HKL基因指纹分析结果，选择相似性大于 N%O的链
霉菌典型菌株，然后测定其 456 )78&全序列，并进
行 78&同源性分析，以寻找同种异名菌，改善链霉
菌属的分类。对于新的分离菌株，通过与数据库中

的 ),=0HKL指纹图谱相比较，将为进一步的分类鉴

定提供理论指导。作为多相分类的一个组成部分，

这项技术也可逐步应用于除链霉菌属以外的放线菌

分类，以便修正同种异名菌或发现新的分类单位，并

逐步建立起可查询和更新的生物信息库，快捷、准确

地确定研究对象的分类地位。
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