
!" 卷 " 期

#$$" 年 %$ 月
微 生 物 学 报

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

0’)"

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
#$$"

基金项目：国家自然科学重点基金（1$#1$$#$）；中国科学院知识创新项目（2345#6376%$%4）

"通讯作者。8.(9:;<：=>6%$6>#""=1#$；?6@;A(：B’CD<EF GHC) A@) ;+) +C
作者简介：张 斌（%I=$ J ），男，湖北天门人，硕士研究生，主要从事乳酸菌资源和系统发育学研究。?6@;A(：KHLACDAH%F%>1) +’@
收稿日期：#$$"6$16%$，修回日期：#$$"6$!6$=

!"#$ 蛋白同源性分析在乳酸菌系统学研究中的应用
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摘 要：:,GM 是一种广泛存在于细菌和古菌中的结构保守的蛋白质，在细胞分裂的过程中起关键的作用。通过 N4O
扩增 :,GM 基因的一段 =$$-P 的核苷酸，构建了干酪乳杆菌6片球菌及相关乳酸菌的 :,GM 蛋白系统发育树。将此系统

树和 %>3 /Q0R 系统树比较发现二者的拓扑结构非常相似。在两个基因系统树中，片球菌与乳杆菌的种均显示了较

近的亲缘关系，而与其它球状的乳酸菌，如链球菌和肠球菌的亲缘关系较远。研究还表明 :,GM 蛋白序列的分辨率

高于 %>3 /Q0R，更适用于乳酸菌种间的系统分类研究。
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乳酸菌是一类能利用可发酵糖产生大量乳酸的

革兰氏阳性细菌，除双歧杆菌外，都属于低 T4 革兰

氏阳性细菌分支［%］。乳酸菌是一群非常异源的细

菌，其细胞形状有杆状和球状；其乳酸代谢类型既有

同型发酵，又有异型发酵和兼性异性发酵［#］。

乳酸菌自发现以来，各属的分类地位一直变化

不定。自 %>3 /O0R 同源性分析应用于细菌分类学

以来，乳酸菌各属间的亲缘关系也被进一步阐明。

虽然 %>3 /O0R 被公认为是用于系统学研究的最理

想的生物大分子，但在一些细菌类群的分类中也存

在分辨率低和与重要表型不符的现象。如果依据

%>3 /O0R系统学分析，乳酸菌中分别为杆状的乳杆

菌和球状的片球菌聚为一群，这不仅与它们的细胞

形态不符，而且与它们的代谢类型也不一致。因此

有必要用其它的生物大分子来探讨细菌的亲缘关

系，以作为 %>3 /O0R 系统发育分析的补充。:,GM［1］

是一种广泛存在于细菌和古菌中的结构保守的蛋白

质，它在细胞分裂的过程中起关键的作用，是真核生

物 中 微 管 蛋 白 的 类 似 物。 研 究 表 明 :,GM 具 有

T8N;G. 的活性，其 0 端的一段 1$$ 多个氨基酸残基

的肽段是 T8N 的结合位点和水解位点，且氨基酸序

列比较保守，适用于细菌系统学研究［!］。本文根据

:,GM 近 0 端的部分氨基酸序列的同源性探讨了干

酪乳杆菌群和片球菌以及相关乳酸菌的系统发育学

关系，并将其结果与 %>3 /O0R 的系统发育学进行了

比较。

% 材料和方法

%&% 主要试剂和仪器

Q0R 聚 合 酶、PU4@68 质 粒、8! Q0R 连 接 酶、

Q0R 凝胶回收试剂盒均购自上海申能博彩生物科

技有 限 公 司。其 它 试 剂 均 为 分 析 纯。N4O 仪 为

8K./@’(LC. R@P(A,/’C !（V;/CG,.;B 8K./@’(LC. 4’/P’6
/;,A’C）。

%&’ 菌株和培养条件

片球菌的模式菌株均来自德国微生物保藏中心

（Q3W），试验中的分离菌株及来源见表 %。所有菌株

均采用 WO3 液体培养基［"］，1XY好氧培养。

表 % 试验菌株及来源

8;-(. % 3,/;ACG HG.B AC ,KAG G,HBL ;CB AG’(;,A’C G’H/+.G
3,/;ACG ;CB CH@-./G 3’H/+.G

!"#$%&%&&’( )*+,’-’( Q3W#$11#8 Q3W
!"#$%&%&&’( $.%)$.*/’( Q3W#$#="8 Q3W
!"#$%&%&&’( *&$#$-*&/$&$ Q3W#$#=!8 Q3W
!"#$%&%&&’( )"./%(*&"’( Q3W#$11>8 Q3W

!"#$%&%&&’( GP) M6= 3PA/A, +.((;/ ’Z [AH(ACEHA
3PA/A, :;+,’/L ’Z \.-.A

!"#$%&%&&’( GP) M6I 3PA/A, +.((;/ ’Z [AH(ACEHA
3PA/A, :;+,’/L ’Z \.-.A

!"#$%&%&&’( GP) ]6%% 3PA/A, +.((;/ ’Z ]AC<A;CDLH
3PA/A, :;+,’/L ’Z 3A+KH;C

%&( 生理生化试验

将分离菌株接种于 N^T 培养基中，1XY 培养



!"# 后，用气相色谱 $%&’()（*#+,-./0）测定代谢产物

乳酸和乙酸。1" 作为载气，柱温 ’234，进样器温度

’534，检测器温度 "334。碳水化合物产酸的测定

采用传统的方法［6］和 78923 %: 试剂盒进行。接触

酶试验和精氨酸水解试验均参照文献［6］进行。

!"# 片球菌 !$% &’() 与 *+,- 基因的 ./0 扩增

按照 ;-<,0<［!］的方法提取基因组 =17，并溶于

3>’ ? **% 溶液中。’6* <=17 的扩增采用细菌通用

引 物 "!@（ 2A&7$7$BBB$7B%%C7B$$%B%7$&DA）和

’2(’E（2A&77$$7$$B$7B%%7$%%&DA）（上海申能博

彩生物科技有限公司合成），它们分别对应于大肠杆

菌（!"#$%&’#$’( #)*’ ）’6* <=17 5 F "! 位和 ’2"2 F ’2(’
位的核苷酸。8%E 反应体系（"2!G）：’3 ? 8%E 缓冲

液（含 "3,,HICG ;J%I"）">2!G，">2,,HICG .1B8 混合

液 ">2!G，’3!,HICG 引物各 ">2!G，+(, =17 聚合酶

3>"!G（2KC!G），=17 模板 ’!G（"3LJC!G），去离子水

’D>5!G。8%E 扩 增 条 件：M(4 2,+L；M(4 3>2,+L，

224 ’,+L，!"4 ’>2,+L，共 D3 个循环；!"4 ’3,+L。

根据 $NL)-LO 数据库中一组乳酸菌的 @PQR 基因

序列的比对结果，设计合成了一对简并引物（上海申

能博彩生物科技有限公司）。正向引物序列为：2A&
$B（7，B）7B（%，B）$$B$B（%，7，B）$$B$$&DA，反向引

物序列为：2A&（$，B）%BB$（B，7，%，$）$%BB%777（B，

%）77&DA，它们分别对应于植物乳杆菌（ -(#.)/(#’**0"
1*(2.(&03）@PQR 基因 ’3" F ’’5 位和 M"M F M(2 位的核

苷酸，扩增的 @PQR 基因大小为 533ST 左右，编码 @PQR
蛋白 1 端的一段 "!3 个氨基酸残基的保守序列。

8%E 反应体系（"2!G）：’3 ? 8%E 缓冲液（含 ;J%I"
"3,,HICG）">2!G，">2,,HICG .1B8 混 合 液 ">2!G，

’3!,HICG 引物各 ">2!G，+(, =17 酶 3>"!G（2KC!G），

=17 模板 ’!G（"3LJC!G），去离子水 ’D>5!G。8%E 扩

增条 件：M(4 2,+L；M(4 3>2,+L，(24 ’,+L，!"4
’>2,+L，共 D3 个循环；!"4 ’3,+L。

将扩增的 ’6* <=17 与 @PQR 基因的 8%E 产物在

’U的琼脂糖凝胶上进行电泳分离，经 =17 凝胶回

收试剂盒回收纯化。将纯化的 8%E 产物连接到载

体 TK%,&B 上，转化 ! V #)*’ =:2W，经蓝白斑筛选得

到阳性克隆子，电泳鉴定后，送上海博亚公司测序。

!"1 *+,- 蛋白与 !$% &’() 序列同源性分析和系

统发育树构建

将测得的 @PQR 基因序列经 =17;71 X(>3 软件

翻译成氨基酸序列后，用 )I-QP 8 软件在 1%)9 蛋白

质数据库中搜索相似的序列并验证所测序列的正确

性。将测得的 ’6* <1=7 序列用 )I-QP 1 软件在 1%)9

核酸数据库中搜索与其相似性最高的 ’6* <1=7 序

列。将从数据库中获得的高相似性的 @PQR 蛋白序

列和 ’6* <=17 序列用 =17;71 X(>3 软件分别进行

同源性分析，并以 ! V #)*’ 为外群分别构建 @PQR 蛋

白和 ’6* <=17 系统发育树，分支聚类的稳定性用

)HHPQP<-T 方法进行评价。

图 ! 片球菌及相关乳酸菌的 !$% &’() 系统发育树

@+JV’ 8#YIHJNLNP+Z P<NN H[ 8N.+HZHZZ+ -L. <NI-PN. I-ZP+Z -Z+. S-ZPN<+-

S-QN. HL ’(33 ST&[<-J,NLP H[ ’6* <=17

B#N P<NN \+P# ! V #)*’ -Q H0P J<H0T ZHLP<HI \-Q ZHLQP<0ZPN. SY P#N

LN+J#SH<&]H+L+LJ ,NP#H. \+P# SHHPQP<-T ^-I0NQ Z-IZ0I-PN. [<H, ’33 P<NNQV

B#N L0,SN<Q -P N-Z# ZI0QPN<+LJ LH.N +L.+Z-PN P#N TN<ZNLP-JN H[ SHHPQP<-T

Q0TTH<P+LJ，-L. +L P#N T-<NLP#NQNQ -[PN< N-Z# S-ZPN<+-I L-,N -<N ’6*

<=17 -ZZNQQ+HL L0,SN<Q +L $NL)-LOV（)-<，2U QN_0NLZN .+^N<JNLZN）

2 结果

2"! 分离菌株的鉴定

菌株 R&5、R&M 和 ‘&’’ 的细胞均为球形，直径 3>5
F ’>3!,，成对或四联状。细胞革兰氏染色阳性，不

运动，不形成芽孢，兼性厌氧。接触酶阴性，不水解

精氨酸。起始 T:(>2 生长良好，但不生长于 ’3U
1-%I。发酵葡萄糖只产乳酸，不产乙酸，不产气。因

此菌株 R&5，R&M，‘&’’ 均为片球菌属的菌株（表 ’）。

碳水化合物产酸试验显示菌株 R&5，R&M 和 ‘&’’
与已知片球菌种均有明显区别，它们均发酵乳糖、麦
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芽糖、蔗糖和海藻糖产酸，但不利用甘油和山梨醇产

酸。其中菌株 !"# 和 !"$ 能利用阿拉伯糖和鼠李糖

产酸，但不利用松三糖、淀粉、糊精、甘露醇产酸，二

者的区别在于 !"# 能够利用核糖和木糖，但不利用

!"甲基葡萄糖苷，而 !"$ 则相反。菌株 %"&& 和 !"# 及

!"$ 的差别是能利用核糖、松三糖、淀粉、糊精和甘

露醇产酸，但不利用阿拉伯糖、木糖和鼠李糖产酸。

&’( )*+, 同源性分析（图 &）表明，菌株 !"# 和

!"$ 属于有害片球菌"意外片球菌"小片球菌群的成

员，相似性为 $#-./；而菌株 %"&& 属于戊糖片球菌"
乳酸片球菌群的成员，相似性为 $0-$/。

图 ! 片球菌及相关乳酸菌的 "#$% 蛋白系统发育树

12345 6789:3;<;=2> =);; :? 6;@2:>:>>2 A<@ );9A=;@ 9A>=2> A>2@ BA>=;)2A

BAC;@ :< 5DE AF2<: A>2@C :? 1=C! G):=;2<

H7; =);; I2=7 ! 4 "#$% AC :J= 3):JG >:<=):9 IAC >:<C=)J>=;@ B8 =7;

<;237B:)"K:2<2<3 F;=7:@ I2=7 B::=C=)AG LA9J;C >A9>J9A=;@ ?):F &EE =);;C4

H7; <JFB;)C A= ;A>7 >9JC=;)2<3 <:@; 2<@2>A=; =7; G;)>;<=A3; :? B::=C=)AG

CJGG:)=2<3，A<@ 2< =7; GA);<=7;C;C A?=;) ;A>7 BA>=;)2A9 <AF; A); 1=C!

A>>;CC2:< <JFB;)C 2< M;<NA<O4（NA)，D/ C;PJ;<>; @2L;)3;<>;）

!&! 系统发育学分析

分别用长 &.EEBG 的 &’( )+*, 和长 5DE 氨基酸

的 1=C! 蛋白部分序列构建了以乳杆菌属和片球菌

属为主的系统发育树（图 &，5），同时还包括链球菌

属，肠球菌属，乳球菌属，明串珠菌属和酒球菌属。

从图 & 和图 5 中可以看出，乳酸菌的 1=C! 蛋白和

&’( )+*,系统树在拓扑结构上非常相似。在两个树

上，片球菌属与乳杆菌属均显示了较近的亲缘关系；

而与乳酸菌中的其它球菌，如链球菌属和肠球菌属

亲缘关系较远。

!&’ "#$% 与 ()* +,-. 在乳酸菌种属间分辨力的

比较

通过比较乳酸菌相关属和种间的 1=C! 蛋白和

&’( )+*, 序列的相似性发现，无论是种间还是属

间，1=C! 蛋白的相似性均低于 &’( )+*,（表 5）。

表 ! 片球菌及相关乳酸菌的 "#$% 蛋白与 ()* +,-. 的

同源性比较（/）

HAB9; 5 1=C! A<@ &’( )+*, C2F29A)2=8（/）AF:<3 &’(%#"#"")* CGG4

A<@ );9A=;@ 9A>=2> A>2@ BA>=;)2A

Q=;F Q<=;)"CG;>2;C Q<=;)"3;<JC

1=C! #D R $0 ’. R #.

&’( )+*, $5 R $$ #0 R $5

’ 讨论

在定向进化同源基因用于细菌的系统进化研究

之前，细菌的系统进化研究主要依赖于表型特征，如

菌体形态，代谢类型，细胞壁组成等。由于细菌为单

细胞生物，不具有高等动植物那样的复杂结构，因此

依据表型的细菌系统进化研究常常会产生偏差［#］。

上世纪 0E 年代末，S:;C; 采用核酸编目法，证明核

糖体小亚基 T*, 基因序列是作为系统发育研究适

宜的大分子，并构建了泛生命树。在此泛生命树上

首次揭示了古菌的存在，并提出了生命的三域学说。

目前这一学说已得到公认［$］。然而上世纪 $E 年代

的研究表明基因可以在不同的物种间，甚至原核生

物和真核生物间转移，即基因的横向转移，这使得单

基因 的 系 统 学 的 研 究 有 时 也 会 产 生 偏 差［&E］。

&’( )+*,同样也无法避免基因的横向转移，因此用

&’( )+*,结合其它的基因进行多基因的系统学研

究，得出的结论应该更客观。

本文根据 1=C! 蛋白的同源性探讨了一些乳酸

菌，重点是杆状和球状乳酸菌的系统发育学关系，并

与 &’( )+*, 的系统进行了比较。在 1=C! 蛋白和

&’( )+*, 的系统树中，片球菌与乳杆菌均显示出较

近的亲缘关系，而与乳酸菌中的其它球菌，如链球菌

和肠球菌亲缘关系较远，这说明片球菌和乳杆菌的

亲缘关系确实较近，同时也说明在细菌的系统进化

研究中菌体形态并不是可靠的指标。最近的研究表

明细菌的形态是由少数几个基因决定的，往往一个

基因 的 失 活 就 能 导 致 细 胞 的 形 态 发 生 根 本 的 变

化［&&］。因此细菌形态在其进化过程中可能发生了

多次变化，这也说明了为什么菌体形态不是很好的

系统进化指标。而像细胞壁的成分和中央代谢等一

U’’5EED，V:94.D *:4D 张 斌等：1=C! 蛋白同源性分析在乳酸菌系统学研究中的应用



些保守的特征都是由几十个基因决定的，在进化过

程中不可能多次起源，因此这些性状可以作为可靠

的系统进化指标。

本文的研究还表明，虽然 !"# $%&’ 的系统分类

研究较适用于属以上的分类单位，但对属以下的分

类单位，如种和亚种就显得分辨率不足。而 ()*+ 基

因和蛋白在乳酸菌种间的相似性低于 !"# $%&’，具

有较高的分辨率，因此适用于低分类阶元如乳酸菌

种间的系统分类研究。

另外根据 !"# $%&’ 和 ()*+ 系统发育分析，显示

从酒窖中分离的 , 株片球菌菌株和已知片球菌种的

相似性均较低，而且生理生化特征也有明显区别，说

明酒窖中可能存在特有的片球菌种，它们的分类地

位尚需进一步研究确定。
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