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拟诺卡氏菌 !"# $%&’，+.’/，0(1 和 ’2(/ 基因的系统发育分析

杨玲玲，职晓阳，李文均"

（云南大学 微生物研究所 昆明 #(%%’&）

摘 要：为了更好地了解拟诺卡氏菌属（!"#$%&’"()’)）各物种间的系统发育关系，该属现有有效描述种的 *+%,，)"&
和 %(",基因的部分序列被测定，结合 &#J /KLM基因，对拟诺卡氏菌属进行了系统发育重建。研究发现拟诺卡氏菌
属 *+%,，)"&和 %(",基因的平均相似性分别为 6"N"O、6"N0O和 ’!N&O，而 &#J /KLM 基因的平均相似性则达到
’#N#(O，0个看家基因均比 &#J /KLM具有更高的分歧度。比较基于不同基因的系统树发现，由 *+%,基因得到的系
统树拓扑结构与 &#J /KLM得到的结构在亚群上基本一致。因此，*+%, 基因在拟诺卡氏菌属的系统分类上比 &#J
/KLM基因更具优越性。
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拟诺卡氏菌属（!"#$%&’"()’)）是一类广泛分布的
高 P Q 1含量革兰氏阳性好氧菌，最早由 R+@+/［&］有
效描述，目前该属共有 $!个有效发表种［$］。拟诺卡
氏菌在各种环境中广泛分布［0］，尤其在中度和高度

盐环境中表现出了优势菌群的特征［!］。在现有的拟

诺卡氏菌 $!个有效描述种之间，&#J /KLM基因相似
性较高，一半以上有效种的新种地位必须借助于

*LM7*LM杂交的结果。因此，&#J /KLM基因的高度
保守性在该属的系统分类中成为了比较突出的缺

点。6%年代以来，在原核生物的系统发育分析及分
类地位的确定中，&#J /KLM基因作为一种理想的研
究材料而被广泛应用。广泛分布、即保守又可变等

特性使其成为系统分类学研究的“明星”分子。然而

随着研究的深入，&#J /KLM基因也表现出了不容忽
视的缺点：高保守性使其不能很好的区分属内不同

的物种；在基因组内的多拷贝性使确定其序列的准

确性降低。

为弥补 &#J /KLM基因的缺点，人们开始尝试使
用其他不同的看家基因（ *+%,、%-#.、/)(#(、($%0 基
因等）进行原核生物的系统发育分析。蛋白质编码

基因的分子进化，主要受到维持氨基酸序列的保守

性的限制，而由于遗传密码子在第三位核苷酸上所

具有的简并性使得 *LM序列可以发生较多替换而
不改变其氨基酸序列［(］。因此，在属以下分类单元

的系统发育分析和分类中，编码蛋白质基因被认为

是一种比 &#J /KLM基因更好的分子靶标。
本研究选用了 0种常用于系统发育分析的看家

基因：*+%, 基因，编码 *LM促旋酶（*LM I@/9S+）的 2
亚基，*LM促旋酶是细菌中的!型拓扑异构酶，在
*LM的复制、转录、修复中都发挥重要作用［#］；%(",
基因，编码 KLM 聚合酶的"亚基，在转录中负责
KLM合成［"］；)"& 基因，编码超氧化物歧化酶，超氧
化物歧化酶可以催化超氧阴离子的歧化反应产生氧

分子和过氧化氢［6］。通过与 &#J /KLM基因分析结
果的比较，对拟诺卡氏菌属各物种间的系统发育关

系进行了全面地阐释。

! 材料和方法
!(! 材料
!(!(! 菌株：实验所用菌株见表 &。
!(!() 培养基和菌的培养：PTR（葡萄糖 !IUV，酵
母膏 !IUV，麦芽膏 &%IUV，191W0 $IUV，琼脂糖 $%IUV，
XY"N!），$6Z 下培养。$ 株耐碱菌（ !"#$%&’"()’)
1-2$33’#4) *JR !!!’!4，!"#$%&’"()’) $35$3’(/’3$ T[R
6%0"’4）调 XY值至 ’N%培养，&% 株耐盐菌在培养基
中添加 L915（&%%IUV）。
!(!(* 主要试剂和仪器：\1K仪为 2<G-+E/9 公司产
品（4X+/SGA95）；核酸纯化试剂盒为北京百泰克生物
技术有限公司产品；扩增及克隆所用试剂为 49]9K9
公司产品；引物由上海生工生物工程技术服务有限



表 ! 实验所用菌株
!"#$% & ’()"*+,(-.,. ./*",0. 1.%+ ,0 /2,. ./1+3

!"#$%&’"()’) .-%),%.
4))%..,(0 015#%*.

&67 *8’4 *+%, )"& %(",
!"#$%&’"()’) (%$)’-$ 4!99 :;<=>! ?<@AA= BC;6;=D; BC;6;:A@ BC;6;=:;
!"#$%&’"()’) .’)/0%’ E7F =>D<@! ?<@AA@ BC;6;=DD BC;6;=>= BC;6;=:6
!"#$%&’"()’) 012$.$-) E7F ===>@! 4G>:6>>> BC;6;=&@ BC;6;:<; BC;6;==>
!"#$%&’"()’) 1’-3’$-*0-)’) GHF <>>>=! 4CD;&@>< BC;6;=:: BC;6;:<: BC;6;==@
!"#$%&’"()’) #2%"4$/"*0-0) GHF <>&><! 4G6&<@&; BC;6;=&= BC;6;:<= BC;6;=;&
!"#$%&’"()’) %2"&"(2$0") GHF <>><6! 4G6&<@&= BC;6;=D6 BC;6;=>@ BC;6;==<
!"#$%&’"()’) 56-)$-0-)’) E7F ==;D=! 4C&<;=&D BC;6;=D& BC;6;:<> BC;6;==:
!"#$%&’"()’) *’.7$ GHF <>>A@! 4G6&<@&D BC;6;=&A BC;6;=>; BC;6;==A
!"#$%&’"()’) 2$."(2’.$ E7F ===<=! 4I=D&>&A BC;6;=&< BC;6;:<A BC;6;==D
!"#$%&’"()’) 40/$..’#6) E7F ==;<A!! 4I=D>@6< BC;6;=D= BC;6;=>D BC;6;==;
!"#$%&’"()’) $0*+(/’$ E7F ====D! 4I;:<=>& BC;6;=&& BC;6;:<@ BC;6;==&
!"#$%&’"()’) $.8$ E7F =::@@! ?<@AA: BC;6;=&D BC;6;:<< BC;6;=:@
!"#$%&’"()’) .6#0-/0-)’) E7F ==>=A! ?<@AAA BC;6;=D: BC;6;:AA BC;6;=:A
!"#$%&’"()’) /%02$.")’ E7F ==:A>! 4C&>;<@D BC;6;=:> BC;6;=>A BC;6;=;=
!"#$%&’"()’) )+--04$/$9"%4$-) E7F ==&=:! G&:;<: BC;6;=D< BC;6;=>: BC;6;=;D
!"#$%&’"()’) /%"(’#$ E7F ==:A&! 4C&>;<@& BC;6;=:& BC;6;:<6 BC;6;=:<
!"#$%&’"()’) 8$’#20-*0-)’) GHF <>&:>! 4G6&<@&6 BC;6;=&: BC;6;:<D BC;6;==6
!"#$%&’"()’) #"4(")/$ E7F ==;;&! 4C:6>@:= BC;6;=&; BC;6;:<& BC;6;===
!"#$%&’"()’) 64’&’)#2".$0 E7F ==:6D! 4G>:6>>& BC;6;=:D BC;6;=>> BC;6;=;:
!"#$%&’"()’) 2$."/".0%$-) E7F ===&>! 4ID<>==A BC;6;=D> BC;6;:A< BC;6;=;;
!"#$%&’"()’) %")0$ GHF <>><=! 4G6&<@&: BC;6;=D@ BC;6;=>6 BC;6;=;6
!"#$%&’"()’) )$.’-$ GHF <>>&>! 4G:@:>:& BC;6;=DA BC;6;=>& BC;6;=;>
!"#$%&’"()’) &$))"-7’..0’ .1#.-J &$))"-7’..0’ K9!9 <&<>! ?<@AA6 BC;6;=&6 BC;6;=&> BC;6;=;@
!"#$%&’"()’) $.5$.’(2’.$ GHF A>:@<! 4GD:>A=A BC;6;=:= BC;6;=>< BC;6;=;A

公司合成。

!"# $%&提取、’()扩增和测序
用微波法提取培养物基因组 E’4［<］。L98扩增

引物及相关资料见表 D。L98 反应总体积为 ;>!M，
包括 D!M E’4，=!M &>-5($N!M +’!L.，>O:!M $;PN!M
的 !"Q酶，&!M D;-5($N!M的引物，;!M &>（L98缓冲

液（!"K"8"）。反应条件根据文献［&>，&&，&D］提供的方法
设定。*+%,，%(", 和 )"& 基因的扩增长度分别约为
&D>>#-，:D>#-和 =;>#-。L98 产物以 &O;R 的琼脂
糖凝胶电泳检验。扩增产物纯化后，连接到 -FE&A
S !（!"K"8"）克隆载体中，得到的阳性克隆送上海
生工测序。

表 # ’()扩增引物
!"#$% D L*,5%*. 1.%+ ,0 L98 %T-%*,5%0/

U%0% L*,5%* 7%Q1%0)%（;V!:V） 8%W%*%0)%

*+%,
PLX& U44U!94!94!U499U!!9!U94（!N9）U9（!N9N4NU）UU（!N9N4NU）UU

（!N9N4NU）44（4NU）!!（!N9）U4
G"5"5(/( Y Z"*"3"5"
（&<<;）［&>］

PLXD8 4U94UUU!49UU4!U!U9U4U99（4NU）!9（!N9N4NU）49（4NU）!9（!N9N
4NU）U9（4NU）!9（!N9N4NU）U!94!

%(", FC !9U49949!!9UU94499U9
K,5 %/ "$ J（&<<<）［&&］

F8 !9U4!9UUU9494!U9UU99

)"& [D>; 4U9!!9499494U944U94994 [($\ Y L2,$,--,X7)21$]
（&<<=）［&D］[D&D !9UU（!）9994U!!949U49U（4）!!994

!"* 系统发育分析
所得到的 *+%,、%(", 和 )"& 基因的核苷酸序列，

以及从 U%0^"0_ 数据库中得到的 &67 *8’4基因核
苷酸序列，分别用 9MP7!4MS ?

［&:］进行比对分析；进

化距离在 F%\" :O>［&=］中计算；使用 F(+%$!%./ :O@［&;］

进行碱基替代模型的选择，并估计相关参数；在

L4PL"（=O>#&>版本）［&6］中，进行邻位相接（’%,\2#(*X
I(,0,0\，’I）树和最大简约法（F"T,515XL"*.,5(03，
FL）树的构建；自展检验（#((/./*"-）重复抽样 &>>>
次；选 !2%*5(#,W,+" W1.)" G?（登陆号：9L>>>>AA）作为

D;< G4’U M,0\X$,0\ 0/ $. J N:#/$ ;’#%"8’"."*’#$ <’-’#$（D>>@）=@（6）



外类群（包括其 !"# $%&’，()$*，+,-和 $.,*基因）。

! 结果和讨论

图 " 采用邻接法构建的拟诺卡氏菌属 "#$ %&’(，!"#$，%&’和 #(&$
基因系统发育树（)!表示在*+算法中得到一致分枝）

/0(1 ! 23)4,(565708 7$55+ -5$095- :$,; !"# $%&’，!"#$，%&’ <6- #(&$ (565 +5=>5685+ ?) 650(3?,$@A,0606( ;573,-1&>;?5$+ +3,B6

65C7 7, 5<83 6,-5 06-08<75 ?,,7+7$<. 9<4>5+1 D35‘.!’4<?54+ 06-08<75 ?$<6835+ 73<7 B5$5 <4+, :,>6- B073 735 .<$+0;,6) <4(,$073;+1

D35 +8<45 ?<$ $5.$5+567+ 735 6>;?5$ ,: +>?+707>70,6+ .5$ 6>845,70-5 .,+070,61 ) 1，)&*+#’,&(%,%；- 1，-./#0&1,2,’+ 1

!," 基于 "#$ %&’(的系统发育分析
拟诺卡氏菌属所有 EF株典型种的 !"# $%&’基

因序列下载自 G56*<6H核酸序列数据库。进行多重

序列比对后，为避免测序结果长短不一对后续分析

造成影响，比对结果前端与后端的空（G<.+）做删除
处理。进化距离计算过程中，比对结果中所有空位

被删除，依据 I0;>$< E@.<$<;575$模型，碱基替代包括
转换与颠换且二者比率为 E J !。EF株典型种的 !"#
$%&’ 基因序列两两之间的平均相似值达到

KLM杨玲玲等：拟诺卡氏菌 !"# $%&’，!"#$，%&’和 #(&$基因的系统发育分析 1 N微生物学报（EOOP）FP（"）



!"#"$%，有 &’#(%的相似值高于或等于 !)%，从中
可以反映出 ’"* +,-.基因在拟诺卡氏菌属中各物
种间的进化速率比较低。/01234256 根据等级制似
然比检验对碱基替代模型选择的结果显示，最适于

该数据集（’"* +,-.基因）的 7-.进化模型为 4+-
8 9 8 :。根据自展值的高低即分枝的稳定性，从 ;&
株典型种中划分出了 )个较为稳定的亚群和 (个大
类群（图 ’，注：! < "#$%&’()* 为第 (大类群）。)个亚
群在 ’"* +,-.基因的 -=和 />树中都较为稳定，只
有 7亚群的 ! < %&’("(’$#&+) 在 />树中被独立于 .，
?，@和 7亚群之外。另外，属于 )个亚群之外的 ! <
&’,&，! < &$-./"*& 和! < 0(1/()"& 的系统发育地位在
-=和 />树之间存在较大的出入，且在两类树中各
自的自展值都低于 $A%。 ! < ’20$+"$+)*) 和 ! <
"#$%&’()*都为独立的分枝且比较稳定。! < "#$%&’()*
处于拟诺卡氏菌属较为古老的分枝。通过更换外类

群，发现 ! < "#$%&’()* 的系统发育位置也会发生变化
（文中未显示），例如用链霉菌做外类群时，! <
"#$%&’()* 会和 B、:亚群处于同一分枝上。但如用双
外类群时 ! < "#$%&’()* 还是处于拟诺卡氏菌属最古
老的分枝上。因此，! < "#$%&’()* 如图 ’所示的系统
发育关系可能会得到更多的支持。

!"! 基于部分 !"#$，%&’ 和 #(&$ 基因的系统发育
分析

所有拟诺卡氏菌相应的 -.#3，)(4 和 #/(3 基因
被测定（登录号见表 ’）。比对结果的处理以及进化
距离的计算与 ’"* +,-.基因相同。;&株拟诺卡氏
菌部分 -.#3，)(4 和 #/(3 基因的平均相似值为
C)#)%，C)#(%和 !&#’%。/01234256 碱基替代模型
选择的结果显示，适合于三个基因片段的模型分别

为 DC’ 8 9 8 :，DC’ 8 9 8 : 和 DC’ 8 :。比较 ’"*
+,-.，-.#3，)(4 和 #/(3 基因的 -=树发现，(大类群
和 )个亚群在 -.#3 的 -=树中仍然保存完整，且分
枝的稳定性较高。但亚群之间的相互关系发生了变

化，尤其是独立分枝的 ! < &’,&，! < &$-./"*& 和 ! <
0(1/()"& 的变化较大。! < "#$%&’()* 仍然处于较古老
的分枝上。与 -.#3 相比，)(4 和 #/(3 基因的系统进
化树与 ’" * +,-.表现出了较高的不一致性，只分
别保留了 &个亚群，且相应的自展值较低。序列信
息的长度可能是造成这种现象的主要原因。从平均

长度分别为 (;AEF和 &$AEF的 #/(3 与 )(4 基因得到
的拟诺卡氏菌属各物种间的进化关系，虽然不能被

完全否定，但很明显在正确揭示其关系上，存在着很

大漏洞。通过延长扩增产物的长度，得到更多的数

据信息，或许会得到更真实的结果。基于 -.#3 的系

统进化树，虽然不同亚群间出现了变化，但在分枝内

部，各物种与其最邻近种的关系较为稳定；并且，

-.#3 基因的 -=树和 />树表现出了较高的一致性。
所以，-.#3 基因可以作为一个联想的材料，辅助 ’"*
+,-.基因用于拟诺卡氏菌的系统发育地位的确定。
从整个拟诺卡氏菌的系统进化关系来看，) 个亚群
内物种关系是相对稳定的，( 大类群的相互关系也
较为确定，若要确定 ! < &’,&，! < &$-./"*& 和 ! <
0(1/()"& 等的系统进化地位还必须有更大的信息
量。

-.#3 类似的看家基因，在系统发育分析和分子
进化领域里，发挥了其高分辨率的优势，更为人们提

供了正确认识微生物物种进化的一个全新的角度。

借助于多基因位点联合分析的方法，人们对此过程

的认识必将更加深刻。但看家基因在微生物系统发

育分析中缺点也是同时存在，高度的变异性直接导

致了 >@,引物通用性的减低，进而导致各类看家基
因在不同类群中的可操作性降低。在这一点上，’"*
+,-.基因的高度保守性恰恰成为了使其可以广泛
通用的保障。
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