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摘 要：看家基因的扩增与测序是进行多基因系统进化分析首先需要解决的问题。针对链霉菌这一群高（I J 2）
-F9K革兰氏阳性细菌，选定 !个看家基因：!"#$、%&’(、%#)*和 "%#*，利用 L2MN数据库中已有的 $个链霉菌和 )个分
枝杆菌的全基因组序列，以及另两个链霉菌的 %&’(基因序列，通过软件分析设计了各基因的扩增和测序引物，并优
化了扩增反应条件。从所试验的 HH株链霉菌中，均特异地扩增出了上述 !个基因的片段，并成功进行了序列测定，
验证了所设计引物的实用性。所归纳的引物设计方法可用于高（I J 2）-F9K革兰氏阳性细菌的其它看家基因，以
促进多基因系统进化研究的开展。
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链霉菌是产生天然生物活性物质的主要微生物资源，它

们构成了细菌域中最庞大的一个属—链霉菌属。链霉菌分

类学已经由表观分类、数值分类、化学分类，发展到了现今的

分子分类。随着以 &#1 /QLP基因序列分析为主导的细菌分
子分类的发展，近年来，国际核酸序列数据库中的 &#1 /QLP
基因序列信息剧增。然而，由于 &#1 /QLP 基因高度保守，在
研究亲缘关系较近的菌株，特别是诸多链霉菌时，其种间分

辨率明显不足［&］；另一方面，&#1 /QLP基因只是细菌众多保
守基因中的一个，可能存在种内变异性和基因组内操纵子间

的异源性，因此单独使用该基因来反映菌株间的亲缘关系可

能会出现偏差和误导［$，)］。越来越多的分类学家尝试用其它

看家基因作为分子分类的依据，来弥补或替代 &#1 /QLP基
因，如 +,%*［!］、-.##H［H］、%#)*［#］、"%#*［&］等的应用。综合多个
看家基因的系统进化分析已经受到关注并逐渐兴起［"，’］。基

于多基因序列分析的需要，我们首先面对的是如何设计合适

的扩增和测序引物，尤其是针对以链霉菌为代表的高（I J
2）-F9K革兰氏阳性细菌，它们的引物要求较其他类群的细
菌更为苛刻。本文以链霉菌为材料，介绍高（I J 2）-F9K革
兰氏阳性细菌看家基因引物设计的方法和技巧，并验证了所

设计引物的适用性。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株：共 HH株链霉菌（表 &），其中 !D株为模式菌株。

H)株由中国普通微生物菌种保藏中心（2IR22）提供，一株
由日本微生物保藏中心（S2R）提供，一株由比利时微生物协

同保藏中心（M22RTURI）提供。

表 ! ##株实验菌株的名称和保藏号

8;.9+ & 1G+,<+V ?;-+V ;?W ,F99+,X<F? ?>-.+/V FY VX/;<?V

!
!!!

>V+W <? X=<V VX>WA

1G+,<+V 2F99+,X<F?
?>-.+/ 1G+,<+V 2F99+,X<F?

!! ?>-.+/
/ C !’%01,’020 P1 !Z&#")8 / C +%0.&)#3!24. P1 !Z&’#’!! 8

/ C !35)602!’&4. P1 !Z&#)&8 / C +%0.&4. V>.VGC +%0.&4. P1 !Z&!&D!! 8

/ C !35)60%070. P1 !Z&#$"8 “/ C +%0.&4. V>.VGC !3#-!”!! P1 !Z&’!)
/ C !243!"4. P1 !Z&!$&8 “/ C +%0.&4. V>.VGC ’%&").4.”!! P1 !Z&’!!
“/ C !%+&2"&)34.” P1 !Z&#D) / C +%0.&4. V>.VGC .)3608!’0&2. P1 !Z&’!H!! 8

/ C !"%))306!’&4. P1 !Z&!%H8 / C 9!2!1,’&"0’4. P1 !Z&!!&!! 8

/ C !4%&4. P1 !Z&’))8 / C 3!’&,0 P1 !Z&’)$!! 8

/ C 5!704. P1 !Z&!%#8 / C 34%070.’!50&0 URI $&)D%!! 8

/ C 5)5030 P1 !Z&#$!8 / C1!46&’)3)% P1 !Z&DD"!! 8

/ C ’!308)%20’4. P1 !ZH"%8 / C1&70)3!20 P1 !Z&’D#!! 8

“/ C ’!60.’!50&.” P1 !Z&’)# / C10’%)83!64. P1 !Z&!$’!! 8

/ C ’0%%!"4. P1 !Z&#"D8 / C14")1,’020 P1 !Z&"!"!! 8

/ C ’%&1&4. P1 !Z&#$H8 / C 2):0%0&2.0. P1 !Z&’D"!! 8

/ C ’,!2&)84.’!"4. P1 !Z&#&$8 “/ C )%2!"4.”!! P1 !Z&)$&
/ C ’,!2&4. P1 !Z&#"&8 / C #&4’&"04. P1 !Z&"DD!! 8

/ C &%41#&2. P1 !Z&#$#8 / C #%!&’); P1 !Z&"’$!! 8

/ C &;8)30!"4. P1 !Z&!%"8 / C #436&%!’&4. P1 !Z&D$’!! 8

/ C 8010’!%04. P1 !Z&#$D8 “/ C .&")200”!! P1 !Z&)#"
/ C 8023!,0 P1 !Z&!)#8 / C .027&2&2.0. P1 !Z#$#!! 8

/ C 83!607)84.’4. P1 !Z&#&"8 / C .#0%)6&%"0’033!"4. P1 !Z&"!D!! 8

/ C 83!6)+%0.&4. P1 !Z&’’!8 / C .#)%)%!6&4. P1 !Z&D$#!! 8

/ C 83)%07!& P1 !Z&D"$8 / C .45%4"034. P1 !Z&"’!!! 8

/ C 8436)%)5&4. S2R D%D%8 / C "!2!.-0&2.0. P1 !Z&D$!!! 8

/ C +!303!&4. P1 !Z&)$%8 / C 6&2&<4&3!& P1 !Z&H$#!! 8

/ C +%!102)8!’0&2. P1 !Z&)HD8 / C 602!’&4. P1 !Z&)%H!! 8

/ C +%0.&024. P1 !Z&’"H8 / C 60%+020!& P1 !Z&H)%!! 8

/ C +%0.&)5%422&4. P1 !Z&’)’8 / C ,!200 P1 !Z&&!#!! 8

/ C +%0.&)34. P1 !Z&’#!8



!"!"# 培养基和主要试剂：菌株活化与培养采用 !"# $培养
基［%］，$&’培养 ( ) *+,。!"# -./聚合酶、,.0#等 #12试剂
购自上海申能博彩生物科技有限公司。

!"# 引物设计
!"#"! 基因的保守区和可变区分析：选定 "$%&、’()*、’%+,
和 $’%,+个看家基因为研究对象。它们均为单拷贝基因，无
遗传连锁，在细菌的基础代谢中行使不同的功能。 "$%& 基
因编码 34 3* 5/0#合成酶的!亚基，’()* 基因编码重组酶 /，

’%+,基因编码 2./聚合酶!亚基，$’%, 基因编码色氨酸合
成酶!亚基。从 .16!的 789:;8 ,<=<><?8中下载已有全基因
组序列的 -$’(%$+./)(0 )+(12)+1+’ /@（$）、-$’(%$+./)(0 "3(’.2$2120
A/5+B&40、4/)+5")$(’26. $65(’)61+020 C@(2D0、 4/)+5")$(’26.
"326. ?E>?FG %"’"$65(’)61+020 H5*4和 4/)+5")$(’26. 1(%’"( 0.的
上述 +个基因的完整核酸序列，另外还找到了 -$’(%$+./)(0
3(7(86(1"( !"#I$@40 和 -$’(%$+./)(0 "’9211")(60 /011 *$%IB 的
’()*完整基因序列。用 AJK/ @L*［*4］软件对各基因序列进行
比对，根据比对结果确定保守区和可变区，在保守区设计引

物。

!"#"# 引物设计：主要采用 #MN;8M #M8;N8M IL4（#2JA!J2
6N:?:O= !9=8M9<=N:9<P）软件，并与手动查找引物相结合。参照选
择引物的一般原则，即：（*）引物 K Q 1R!模版 K Q 1R，尽
量使引物和产物的 !; 相差在 $4’以内，引物对间 !; 相差

I’ ) B’，一般用比引物 !; 低 I ’做最适退火温度；（$）引
物与非扩增序列同源性"(4R，尤其是 @S端不要有错配；（@）
尽量用 IS末端稳定（K1含量较多），而 @S末端不太稳定（/0
含量较多）的引物，这种引物的结构可以有效地消除假引发

反应；（+）引物分子内和分子间不形成发夹、二聚体等结构，
若 有，"K T U +LI VW<P?X;:P 为 好，也 可 放 宽 至
T U $4 VW<P?X;:P；引物 @S 端不形成任何二级结构，若有，"K
T U $L4 VW<P?X;:P为好，也可放宽至 T U *4 VW<P?X;:P。
!"#"$ 引物评价：同时采用 YPN7: BL4（A:P8WEP<M 6N:P:7Z
!9?N7[=?）和 #MN;8M #M8;N8M IL4的引物评价功能评价引物的各
项指标。

!"#"% 引物的非特异性检查：选择符合上述原则的引物对，
用 "#12 @L4（[==F：XX;:P8W:G ?\=EG 8,EG W9X;:P8W:X?:O=]<M8?G [=;P）
进行模拟 #12，检查是否有非特异性条带出现。将无非特异
性扩增条带的引物再进行 .16! 6^/"0比对，检查引物 @S端
是否在链霉菌基因组的其它位置有匹配情况。@S端最后 I )
(个核苷酸不应与基因组上非目的扩增位点匹配；引物与非
目的扩增位点匹配上的核苷酸数目应小于引物总核苷酸数

的 (4R。
选择 6^/"0比对后符合要求的引物进行合成，由上海

生工生物工程有限公司完成。

!"$ &’( 扩增和测序
!"$"! 基因组 -./模板的制备：从新鲜 !"# $平板上刮取适
量菌体，用 A:PP8M的方法［**］提取基因组 -./。
!"$"# #12扩增条件：+种基因的扩增体系都为 I4#̂：基因
组模板 -./ *#̂（I4 ) $4497），*4 _ #12 >EOO8M I#̂，上下游扩
增引物（$4F;:PX^）各 *#̂，,.0# ;N‘（*4;;:PX^）*#̂，，A71P$
（$I;;:PX^）B#̂，0<a 酶 $LIb，-A"Y I#̂，加双蒸水补足

I4#̂。扩增反应程序：%I’预变性 I;N9；%I’ @4?，退火温度
（ "$%&，B@’；’()*，B4’；’%+,，BI’；$’%,，BB’）@4?，($’
*;N9，@4个循环；($’ 延伸 *4;N9。
!"$"$ 测序：各基因 #12扩增产物经 *R琼脂糖凝胶电泳检
测后，送北京诺赛基因组研究中心有限公司，用所设计测序

引物进行序列测定。

# 结果

#"! 设计引物的基因保守区
"$%& 的保守区主要有 1*（*%%5$@4）、1$（B+%5B%&）、1@

（(BB5%4$）、1+（**+(5**%4）和 1I（*$@(5*@*%），在 1*和 1$区设
计上游引物，1+ 和 1I 区设计下游引物。对于 ’()*，由于从
B*$位到最后一位碱基，-$’(%$+./)(0 与 4/)+5")$(’26. 的菌株
几乎无共有序列，所以舍弃 4/)+5")$(’26. 的序列，只比较 +
个链霉菌的 ’()*全基因序列，得到 ’()* 的保守区 1*（*5(+），
1$（$*+5%%*），在 1* 设计上游引物，1$ 设计下游引物。 ’%+,
的保守区主要有 1*（$+(5%$@），1$（*4II5*4&+），1@（**++5
*$4@），1+（$4%$5$*II）和 1I（@44+5@@B&），同时根据文献［*$］，
选择 1$和 1@ 区设计上游引物，1+ 区设计下游引物。 $’%,
的保守区主要有 1*（$B45+*+），1$（+I$5+&%），1@（%+I5%%*）和
1+（*4B&5**%I），在 1*和 1$区设计上游引物，1@和 1+区设
计下游引物。以上各区域的位点均以 -$’(%$+./)(0 )+(12)+1+’
/@（$）相应基因的核酸位置计数。
#"# 引物
结合软件评价和非特异性检查结果，选定以下引物对

（表 $）进行各基因片段的扩增和测序。
#"$ &’( 扩增和序列测定结果
用表 $中的扩增引物，所有 II株链霉菌的 +个基因片

段都得到了成功扩增，片段大小在 &44 ) *444 >F之间。
用表 $中的测序引物成功测定了所有 II株链霉菌的 +

个基因片段的序列，且正反向测序结果吻合。将所测各基因

序列分别用 AJK/ @L*［*4］软件进行比对后，截取包含可变区
的 I44>F左右的片段，提交 K896<9V进行注册。注册号为：
"$%&， J34@*$($ ) J34@*@$B；’()*， J34II4*+ ) J34II4B&；
’%+,，J34II4B% ) J34II*$@；$’%,，J34II*$+ ) J34II*(&。

$ 讨论

由于链霉菌的基因组为高（KQ 1）;:PR，解链温度高，扩
增引物对的 !;值也应该比较高，这点不同于一般引物的设

计要求。在 #12扩增引物设计过程中，用软件评价引物的
各项参数很重要，如：引物自身和引物对之间二级结构的自

由能，引物引发扩增的效率，引物（KQ 1）;:PR等。文献和网
络文章中报道的引物设计一般原则仅能用作参考，不能完全

按照那些原则来设计引物。为了避免非特异扩增条带的出

现和提高引物（K Q 1）;:PR以达到模板 -./ 的（K Q 1）
;:PR，我们使用了较长的扩增引物（@4 ) +4;8M左右），而不
是一般原则上的 $4 ) $I;8M；引物二级结构的自由能（"K）可
以比原则上的（ U +LI VW<P?X;:P）更小，如本研究中的经验值

"KT U $4 VW<P?X;:P，@S端二级结构"KT U *4 VW<P?X;:P。通过
提高 #12的退火温度完全可以把这些二级结构打开，同时
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表 ! 扩增和测序引物
!"#$% & ’()*%(+ ,-( "*.$),)/"0)-1 "12 +%34%1/)15

6%1% 741/0)-1 ’()*%( +%34%1/%（89!:9） ’-+)0)-1"

;*.$),)/"0)-1 !"#$’7，6!<66<6;<!!<;<<;;666<;;66!6!!<;;<;<< &=:>:?=

!"#$ !"#$’@，6!6;;<!6<!!66<6;<6!666!6!!<!666;<;66;; ?&A:>?&=B
C%34%1/)15 !"#$7，;<<;;666<;;66!6!!<;; &D8>:?A

!"#$@，6<<666!;6;!6<<<!!<!< ?B&E>?BAF
;*.$),)/"0)-1 %&’(’7，<<6<@<!<6<;<;6;!!6;;<6C<;;!!< :8>F:

%&’( %&’(’@，6<C;66!<6666!!6!<<!!C;66;;6!!6<6 D?F>DAE
C%34%1/)15 %&’(7，;<;6;!!6;;<66<;;!!<6 A8>FA

%&’(@，;<<!!6!!<!!6;<<;<<!! E::>E8&
;*.$),)/"0)-1 %#)*’7，6;6<6<;!6;<<;<<<;66;<6!<6;66< ??F&>??DB

%#)* %#)*’@，<<!<6!;6!!6!6;<<<!<<<;<66<;!6; &?&F>&?88
C%34%1/)15 %#)*7?，!!<;!66;<<;6;;<;;<< ?&E:>?&D?

%#)*@?，<6!;6!!6!6;<<<!<<< &?:8>&?8&
;*.$),)/"0)-1 "%#*’7，6<6<6;66;<<!6;;<<;<;<<66<!<;<;<;;6;!<;;<; &FE>:B=

"%#* "%#*’@，!<6;!66<<666;!6;!6<<<!<66!6<6<6;<;6<;66< ?BAD>?B==
C%34%1/)15 "%#*7，66<!<;<;<;;6;!<;;<;; &=D>:B=

"%#*@，!<6;!66<<666;!6;!6<< ?BFD>?B==
" G4/$%-0)2% .-+)0)-1+ H%(% 14*#%(%2 "//-(2)15 0- /-((%+.-12)15 5%1%+ -, +"%&#"),-’&. ’)&/0’)/)% ;:（&）I

保证扩增的特异性。测序引物的（6J <）*-$K则无需考虑模
板（6J <）*-$K高低问题，只需使测序引物的（6J <）*-$K满
足 1* 值略高于 8BL M 88L（测序时常用的退火温度）即可。
在探索最适扩增反应条件时，退火温度的控制很关键。

本研究中的 "%#* 基因在 F8L的退火温度下扩增效率很低；
而将退火温度提高 ?L，其它条件不变时，实验中所有模板
NG;都得到了特异性扩增。这是因为 "%#* 基因的扩增引物
较长（0(.O’7 A&*%(，0(.O’@ AB*%(），引物分子内部或分子之间
容易形成稳定的发夹和二聚体等二级结构，退火温度较低时

这些二级结构不能完全打开，从而影响引物与模板的结合，

无法有效引发扩增反应。因此，对于较长的引物，适当提高

退火温度反而有利于引物与模板结合，提高扩增的效率和特

异性。此外，对于高（6J <）*-$K的基因组模板，在扩增反应
体系中加入 ?BK体积的 NPCQ可使扩增效果更好。
这 A个基因的扩增引物共有的优点是：（?）特异性高，扩

增反应中很少出现非特异性条带；（&）普遍适用性好，能有
效扩增所有链霉菌实验菌株。另外，这 A个基因的正反向测
序引物也都能稳定、特异地引发测序反应，得到的序列长度

均较长，包括了需要的可变区。

本研究针对链霉菌属这一高（6J <）*-$K革兰氏阳性菌
代表菌属，设计了 A个看家基因的扩增和测序引物，并获得
了很好的扩增和测序效果。所设计的引物可用于更多链霉

菌甚至其它放线菌相应基因的扩增与测序，所归纳的引物设

计方法也可用于其它看家基因，以促进多基因系统进化研究

的开展。此外，我们所扩增测序的基因区段涵盖了较多的可

变区，基于这些区段的序列分析可望得到分类分辨率较高的

链霉菌多基因系统发育图。
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本书首先对人兽共患传染病的定义、分类、流行以及防控进行总括，又针对国内外重新出现的和

新出现的人兽共患传染病，分别从病原学、流行病学、发病机理与病理学、临床学、实验室诊断、防控以

及最新进展等方面对 EE种社会危害严重、公共卫生安全告急、经济损失巨大的新旧人兽共患传染病作
详细的介绍和阐述，以期为广大科研工作者以及政府官员提供可资借鉴的原始材料。本书内容广泛

新颖，方法具体可行，既有作者们长期从事传染病学工作的经验体会，又搜集和归纳国内外传染病学、

病毒学、细菌学以及寄生虫学研究方面的最新进展和成就。

本书既可作为高等院校有关专业的研究生及本科生的教学参考书，也可供传染病学工作者以及医学和动物医学临床和
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