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植物病原棒形细菌的 !"#$分析
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摘 要：采用 D6E+分析技术对萎蔫短小杆菌落葵致病变种（!"#$%&’($)#*"+ ,-’(("+,’(*)./ FG* &’/)--’) FG* @(G*）和萎
蔫短小杆菌糖甜菜致病变种（!"#$%&’($)#*"+ ,-’(("+,’(*)./ FG* &)$*(%-’ FG* @(G*）及植物病原棒形细菌 !个属的 &"个
菌株进行分类研究：从 "%条随机引物中筛选出 $% 条，共产生 $$" 条带，多态性条带占 5%H!I。遗传相似矩阵及
JEKL6聚类分析，表明这两个新致病变种与萎蔫短小杆菌属亲缘关系近，最小相似系数为 %H#"&&；与其他属细菌亲
缘关系较远；结合前人研究结果对植物病原棒形细菌新近提出的分类地位的改变进行了探讨。
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随机引物 END +16 多态性分析（D9@A(.)C
6.F):O:,A E()C.(0F<:- +16，D6E+）是由P:)):9.Q等［&］

建立的一种分子标记技术。该方法不要求了解

+16序列信息、灵敏度高、样品用量少而且可用于
D16指纹分析，广泛应用于病原微生物的分型鉴
定、物种亲源关系分析、遗传育种研究和特异表达基

因的克隆与鉴定等方面。D6E+已成功地用于软腐
欧文氏菌（ 0#1*.*’）、荧光假单胞菌（ 2/)"3%+%.’/
,-"%#)/()./）、草莓黄单胞菌（4’.$5%+%.’/ ,#’6’#*’)）、
稻白叶枯病菌（4’.$5%+%.’/ %#78’)）等属内不同种、
致病变种、小种鉴定和鉴别中［$］。在革兰氏阴性细

菌中，D6E+ 对 密 执 安 棒 形 杆 菌（ !-’9*&’($)#
+*(5*6’.)./*/）种的不同亚种进行鉴定［2］，尚未见到
用 D6E+技术研究棒形细菌分类地位的报道。
一般将原先属于棒杆菌属（!%#7.)&’($)#*"+）的

植物病原细菌称为植物病原棒形细菌，现今分别属

于节杆菌属（:#$5#%&’($)#）、棍状杆菌属（!-’9*&’($)#）、
短小 杆 菌 属（ !"#$%&’($)#*"+ ）、拉 氏 杆 菌 属
（;’$5’7*&’($)#）、红球菌属（;5%3%(%(("/）［!，"］。红球菌
属细菌本不属于“棒形细菌”的概念范畴，但由于该

属中唯一对植物致病的成束红球菌（ ;5%3%(%(("/
,’/(*’./），最初属于棒杆菌属，所以一般所称植物病
原棒形细菌也包括该细菌在内［#］。&352 年，N()):@Q
和 R(@,Q强调 +16同源值的测定结果，并为实用和
检测的目的，将萎蔫短小杆菌萎蔫致病变种（!"# *

,-’(("+,’(*)./ FG* ,-’(("+,’(*)./）、一品红致病变种
（!"# * ,-’(("+,’(*)./ FG* <%*./)$$*’)）、甜菜致病变种
（!"# * ,-’(("+,’(*)./ FG* &)$’)）和奥氏致病变种
（!"# * ,-’(("+,’(*)./ FG* %%#$**）作为萎蔫短小杆菌种
（!"# * ,-’(("+,’(*)./）的不同致病变种［4］。陈永芳
等［5，3］对落葵和糖甜菜细菌性叶斑病的病原用传统

方法进行鉴定，认为它们是萎蔫短小杆菌种的两个

新的致病变种。关于这两个病菌分类地位分子方面

的研究国内外尚未见报道。本研究通过 D6E+ 分
析，以期更好地证明这两个致病变种的分类地位，并

结合植物病原棒形细菌目前的分类研究进展，对另

外 !个属的分类地位进行初步分析。

% 材料和方法

%&% 材料
%&%&% 供试菌株和培养条件：供试的落葵叶斑病菌
（!"#$%&’($)#*"+ ,-’(("+,’(*)./ FG* &’/)--’) FG* @(G*）
和甜菜叶斑病菌（ !"#$%&’($)#*"+ ,-’(("+,’(*)./ FG*
&)$*(%-’ FG* @(G*）及其相关细菌菌株的来源见表 &。
所有菌株均在 +$ 培养基

［&%］上 $5S培养 $! T !5<。

%&%&’ 引物和试剂：D6E+ 随机引物（&%/F 的寡聚
核苷酸随机引物见表 $）、A1UE、=’> +16聚合酶、琼
脂糖（VF9@:Q< 进口，分装）均购自大连 U9W9D9公司；
&%%/F +16 X9AA,0 E)>Q购自 LYZ公司。



表 ! 供试菌株
!"#$% & ’"()%*+"$ ,)*"+-, )%,)%.

/)*"+-, )%,)%. 012#%* 34 ,)*"+-, 5%,31*(%
!"#$%&’($)#*"+ ,-’(("+,’(*)./ 678 &’/)--’ 678 -378
!"# 8 ,-’(("+,’(*)./ 678 &’/)--’ 678 -378
!"# 8 ,-’(("+,’(*)./ 678 &’/)--’ 678 -378
!"# 8 ,-’(("+,’(*)./ 678 &)$*(%-’ 678 -378
!"# 8 ,-’(("+,’(*)./ 678 &)$*(%-’ 678 -378
!"# 8 ,-’(("+,’(*)./ 678 &)$*(%-’ 678 -378
!"# 8 ,-’(("+,’(*)./ 678 ,-’(("+,’(*)./
!"# 8 ,-’(("+,’(*)./ 678 0%*./)$$*’)
!"# 8 ,-’(("+,’(*)./ 678 &)$’)
!"# 8 ,-’(("+,’(*)./ 678 %%#$**
!-’1*&’($)# +*(2*3’.)./*/ ,1#,68 +*(2*3’.)./*/
!- 8 +*(2*3’.)./*/ ,1#,68 *./*4*%/"+
!- 8 + 8 ,1#,68 $)//)-’#*"/
!- 8 +*(2*3’.)./*/ ,1#,68 /)0)4%.*("/
5’$2’6*&’($)# #’$2’6*
5’$2’6*&’($)# *#’.*("+
5’$2’6*&’($)# $#*$*(*
!- 8 ,’.3**［&&］

52%4%(%(("/ ,’/(*’./
52%4%(%(("/ ,’/(*’./
7#$2#%&’($)# *-*(*/

’5&9
’5&99:
’5&99;
’<:9
’<:99&
’<:9&&
;=>?
;@:;
;=A?
;=@@
;==9
;@;&
B;;&
CD
;=B?
:?A@
;@;@
!"E&A
=>::
;@9?
;@9B

C"$"#"* ,6+-"(F；0"-G+-H
C"$"#"* ,6+-"(F；0"-G+-H
C"$"#"* ,6+-"(F；0"-G+-H
/1H"* #%%)；0%+2%-H
/1H"* #%%)；0%+2%-H
/1H"* #%%)；0%+2%-H
IJCK
IJCK
IJCK
IJCK
IJCK
IJCK
IJCK
!32")3；0"-G+-H
IJCK
IJCK
IJCK
LF%")；M"-HNF31
IJCK
IJCK
IJCK

IJCK：I-)%*-")+3-"$ (3$$%()+3- 34 2+(*3E3*H"-+,2 4*32 6$"-)（0%O P%"$"-.）；Q)F%* #"()%*+" O%*% +,3$")%. "-. +.%-)+4+%. +- )F+, $"#8

表 " 随机引物碱基序列及编号
!

!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
! !

!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!

!"#$% ; J3.%, "-. ,%R1%-(%, 34 )F% 6*+2%*,

K*+2%* /%R1%-(%（=S":S）
/:9& J!TTTJUJTU
/:9; !!JJTJJUJJ
/:9: !TTJTJUT!T
/:9? JJTJ!UJJTU
/:9= JJ!!!JJJ!J
/:9@ UJTJJUTUTT
/:9B TUTJTUTTJ!
/:9> JUTTTT!TTU
/:9A TT!J!TT!!T
/:&9 JJJ!UTUJ!T
/:&& TTUTJJ!JUT
/:&; !JTJJUTJJU
/:&: UJTTTUTJUU
/:&? UJUTT!TJ!T
/:&= JUTUJUUTJJ
/:&@ J!J!T!!JTT
/:&B TUJUJTTUJJ

K*+2%* /%R1%-(%（=S":S）
/:&> TUJ!UTT!TT
/:&A !TTJUUTTJU
/:;9 JJJUTJ!UTU
/:@& JU!!JTUTJJ
/:@; T!J!JJTJUU
/:@: JJUTJ!!UTT
/:@? JJTJJJUUUJ
/:@= !J!T!JTUTT
/:@@ JUJJ!!!JJJ
/:@B UTJTUTJUUT
/:@> TUUJUJ!TTT
/:@A JJJ!UJJTUJ
/:B9 T!TJUUJT!T
/:B& UU!TJJJJUT
/:B; !TTJJJ!JUJ
/:B: TT!!T!UJJJ
/:B? JJJTJ!UJUJ

K*+2%* /%R1%-(%（=S":S）
/:B= J!JJ!TJJUU
/:B@ TUTJT!JTUU
/:BB JJJUTJ!T!T
/:B> JJ!UT!JTUT
/:BA JUJUTTJTTU
/:>9 T!T!JTJJUT
/:>& TTJU!TUJJ!
/:>; !TTTJT!JUU
/:>: JJUTJUTJ!!
/:>? TUJ!TJUJUJ
/:>= UJTJUTTJUJ
/:>@ TUTTTUUTUT
/:>B UTTJTTTUUJ
/:>> UTJUTT!TTU
/:>A !TJTUTUT!J
/:A9 !TTTUTU!TT

!#" $%&提取和 ’&($扩增反应
利用 J!U’法提取细菌基因组 V0U［&;］。KJ5扩

增采用 ;=!W反应体系
［&:］：;223$XW CHJ$;，&9 Y #144%*

;Z=!W，9Z;223$XW .0!K，9Z@?223$XW 引物，&[ 8’9
酶，模板 V0U ;9-H，..D;Q。KJ5 仪为 K!JE&99。反

应条件：A?\ &2+-；A?\ :9,，:B\ A9,，B;\ A9,，:9
个循环；B;\ =2+-。取扩增产物 >!W，在加有 ]’的
&Z?^琼脂糖凝胶上电泳分离，电压 :<X(2，用 &99#6

V0U W"..%* K$1,作为对照。电泳完毕后于紫外灯下
观察并拍照。

!#) 数值分析
对扩增条带（带型清楚，多态性好的引物）进行

分析，根据每个位点上谱带的有无，分别用“&”和“9”
代表，采用 0%+和 W+的公式［/_‘ a ;0_‘X（0_ b 0‘）］
计算两两菌株间的相似系数，用 [KTCU 法进行聚
类分析，绘出树状图［&?］。

>:> 微生物学报 7($’ :*(#%&*%-%3*(’ ;*.*(’ ;99=，<3$8?= 038@



图 ! !"个植物病原棒形细菌的 #$%& 聚类分析树状图
!"#$% &’( )*+,-(. /(0/.1#.23 14 5678 "0 %9 ,-.2"0,

! 结果

!’" #$%&扩增结果
以 :59;、:59;;<、:=<;、:=<;;9、%>?@、%A<%、

%>B@、>?<<、%A;B等 C个菌株为对象，用 >;个 9;DE的
寡核苷酸随机引物扩增，从中筛选出 %; 条带型清
楚、多态性好的引物（F<;@、F<;B、F<;C、F<99、F<9%、
F<9@、F<9>、F<9A、F<9B、F<A%、F<AB、F<B;、F<B9、F<B%、
F<B<、F<B>、F<BA、F<BB、F<?;、F<?9），对 %9 个供试菌
株 5678扩增（图 9）。%9个菌株共产生 %%>条扩增
带，多态性带为 9?9条，多态性达 ?;G@H；%;条引物
中，F<B9扩增出的条带最多（9>条），F<;C的最少（A

图 " !"个菌株经引物 ()"*扩增得到的 #$%&图谱
!"#$ 9 5678 E2--(.0, 14 %9 ,-.2"0, 23E*"4"(/ I"-’ -’( E."3(. F<9>

.(E.(,(0-2-"J(*K

9 L %9：:59;，:59;;<，:59;;%，:=<;，:=<;;9，:=<;99，%>?@，%A<%，

%>C@，%>AA，%>>;，%A%9，B%%9，MN，%>B@，<@CA，%A%A，&2O9C，>?<<，%A;@，

%A;B；M$9;;DE 8P6 *2//(. E*+,$

条），平均每条引物扩出 99G%> 条带。F<9% 对 %9 个
菌株扩出一条共有谱带，F<9A、F<B;、F<B9和 F<BB对
所有短小杆菌属菌株都可扩出两条以上的共有谱

带，未发现棒形杆属所有菌株的共有扩增产物。

F<9>对短小杆菌属同一致病变种不同菌株扩增出
一致的谱型，而对不同致病变种则表现多态性。

!’! 遗传相似性分析
萎蔫短小杆菌落葵致病变种和糖甜菜致病变种

与短小杆菌属亲缘关系近：落葵叶斑病菌与短小杆

菌平均相似性系数为 ;GA?9B，与萎蔫短小杆菌萎蔫
致病变种（!"# $ $%&’’"($&’)*+, EJ$ $%&’’"($&’)*+,）相
似性系数最大（;GBAB?），与甜菜致病变种（ !"# $
$%&’’"($&’)*+, EJ$ -*.&*）相似性系数最小（;G>?B%），
在与其他棒形细菌的亲缘相似性系数中，最大为

;G><%>；糖甜菜叶斑病菌与短小杆菌平均相似性系
数为 ;GB9<<，与一品红致病变种（!"# $ $%&’’"($&’)*+,
EJ$ /0)+,*..)&*）相似性系数最大（;GB?%%），与甜菜致
病变种相似性系数最小（;GA9?;）。在与其他的棒形
细菌相似性系数中，最大为 ;G>>C>。其他棒形细菌
间相似性系数的差异较大，且同一属下菌株间相似

性系数较大。
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!"# 聚类结果分析
通过聚类分析（图 !），在相似性达 "#$时，!%个

菌株被分为 &组：’组包括短小杆菌属的所有菌株，
最小相似系数为 #(")%%，可证明它们属同一个属；*
组包括两个成束红球菌（!"#$#%#%%&’ ()’%*)+’）、伊朗
拉氏杆菌（ !),")-*.)%,/0 *0)+*%&1）、方氏棍状杆菌
（23 + 4)+5**）和密执安棍状杆菌花叶亚种（ 23 +
1*%"*5)+/+’*’ ,-.,/+ ,/’’/3)0*&’）；0 组包括密执安棍
状杆 菌 密 执 安 亚 种（ 23 + 1*%"*5)+/+’*’ ,-.,/+
1*%"*5)+/+’*’）和 拉 氏 拉 氏 杆 菌（ !),")-*.)%,/0
0),")-*）。其他的组均由单独的棒形细菌构成。棍
状杆菌属菌株间差异较大，分布在 1个组中。

# 讨论
采用 2’34聚类分析，落葵和糖甜菜叶斑病菌

与短小杆菌属亲缘关系近，适合作为萎蔫短小杆菌

种下的落葵致病变种和糖甜菜致病变种，与陈永芳

等［5，6］的报道一致。%6&!年，789:;<=;>等［%)］根据细胞
壁肽聚糖结构将甜菜致病变种归到萎蔫短小杆菌

种。糖甜菜致病变种与此变种在病害传统鉴定方面

差异较大［?］。本研究中，糖甜菜致病变种与一品红

致病变种相似性系数最大（#(&5!!），而与甜菜致病
变种相似性系数最小（#("%5#），证明了成立糖甜菜
致病变种的必要性。引物 7?%) 对短小杆菌属不同
致病变种扩增并表现出多态性，有望获得区分各个

变种的特异性引物，尤其是属于国家一类检疫对象

的萎蔫致病变种。

@A->,BCDC等［%"］将棒形杆菌属中的拉氏拉氏杆
菌（ !),")-*.)%,/0 0),")-* ）、伊 朗 拉 氏 杆 菌
（ !),")-*.)%,/0 *0)+*%&1 ）和 小 麦 拉 氏 杆 菌
（!),")-*.)%,/0 ,0*,*%*）? 个种放到了新成立的拉氏杆
菌属中。本文 2’34分析仅表明小麦拉氏杆菌与棍
状杆菌属的菌株差异较大，未能得到这 ?个种相近
的结果。本研究结果支持伯杰氏细菌鉴定手册第九

版仍将此 ?种放入 23)6*.)%,/0 属的结论［1］。密执安
棍状 杆 菌 诡 谲 亚 种（ 23 + 1*%"*5)+/+’*’ ,-.,/+
*+’*$*#’&1）在树状图中单独成一组，与密执安棍状
杆菌（23 + 1*%"*5)+/+’*’）的其他菌株差异较大，可另
立新种为 23)6*,)%,/0 *+’*$*#’&1，符合美国一些科学家
的提议［%&］。冬青节杆菌（70,"0#.)%,/0 *3*%*）与所有参
试菌株的相似度都较低（最大 #()?5%），不支持
EF-GA 等［%5］将 该 菌 重 新 定 名 为 2&0,#.)%,/0*&1
(3)%%&1()%*/+’ /H+ *3*%*’ 的提议。两个成束红球菌株
间相似性系数达 #(5?5?，与其他属菌株亲缘关系较

远，与早期报道相吻合［%6］。

本研究通过 2’34分析证实了两个新致病变种
的分类地位。可采用 >;/I302和 JK7等方法对它们
展开更深入研究。通过收集更多实验材料，对新提

出的棒形细菌分类地位的变动，采用多种方法进行

探讨。
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