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以 23S rDNA一个多变区作为分子标记对致病杆菌属细菌进行
分类鉴定
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* ，庞义
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摘要:【目的】致病杆菌属(Xenorhabdus)细菌是一类重要的生物杀虫剂，斯氏属昆虫病原线虫的共生菌，建立
快速准确的分类鉴定方法，对研究开发这类细菌至关重要。【方法】本研究 PCR 扩增测序了本室保藏的 26
株，含 20 种已定名致病杆菌属细菌的一段 845 bp 的 23S rDNA 序列，构建了基于这段序列的致病杆菌属系
统树并与基于几乎全长 16S rDNA 序列的相应系统树进行比较，分析了两者作为致病杆菌属细菌分类鉴定
分子标记的优缺点。【结果】结果表明，与全长 16S rDNA 序列相比，所选择的 23S rDNA 序列片段所含可变
位点、简约信息位点比例更高，遗传距离数值跨度大。【结论】上述结果显示该序列片段可用于致病杆菌属
细菌进行分类鉴定，特别适用于对野外资源调查中采集到的大量菌株进行快速鉴定。
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致病杆菌属 ( Xenorhabdus) 隶属于变形菌门
(Proteobacteria)，γ-变形菌纲( γ-Proteobacteria)，肠
杆菌科 ( Enterobacteriaceae)，现已定名的有 22 个
种
［1 － 2］。该属细菌均为斯氏线虫属( Steinernema)昆
虫病原线虫的共生细菌，在自然界中存在于其宿主

线虫感染期幼虫肠道内的一个特殊囊状结构内
［3］。

致病杆菌属细菌通过产生大量有活性次生代谢产

物，如杀虫毒素
［4］、抗生素［5 － 6］

等，在线虫-细菌复合
体致死昆虫及后续的生长繁殖过程中发挥了重要的

作用。这类细菌现已成为重要的资源微生物，基于
它们的开发应用研究，例如新型抗生素

［7］、抗癌物

质
［8］
的筛选，杀虫毒素基因克隆

［9］
等，已成为研究

热点之一。通过资源调查积累物种资源及快速准确
地分类鉴定是研究开发这类细菌的前提。与其它类

群的细菌一样，目前致病杆菌的分类鉴定主要采用

分子生物学技术和传统表型分类相结合的多相分类

方法。16S rDNA 全长序列已广泛应用于原核微生
物的鉴定及系统进化分析，以该序列为分子标记的

致病杆菌属分类鉴定标准方法已建立，但现有结果

显示 16S rDNA 序列用作致病杆菌属的分类鉴定太
保守，有信息位点比较少，所构建的系统树稳定性比

较差。23S rRNA 是细菌核糖体大亚基的组成部分，

长度约为 3 kb。23S rDNA 的各个区域的保守性差
异较大，保守区和变异区具有镶嵌排列的特点，便于

设计引物进行 PCR 扩增。23S rDNA 有些变异区的
进化速率比 16S 大，用这些区域作为亲缘关系较近
的细菌的分类鉴别，效果可能好于 16S rDNA［10 － 12］。

本研究通过测定 20 种 26 株昆虫病原线虫共生
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菌的一段 23S rDNA 序列，分析了以该段序列为分
子标记对致病杆菌属细菌进行分类鉴定的可行性。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 共生菌菌株:本研究所用的致病杆菌菌株见
表 1，23S rDNA 序列(除 SS-2004、ATCC19061 外)均
为本室扩增测序获得，16S rDNA 序列均下载自
GenBank。

1. 1. 2 培养基: LB 液体培养基［13］，NBTA 培养
基
［13］。

1. 1. 3 主要试剂: TE buffer ( pH8. 0 )、10 mmol /L
Tris-HCl 溶 液 ( pH8. 0 )、1 mmol /L EDTA 溶 液
(pH8. 0)、电泳缓冲液、1%琼脂糖凝胶、苯酚:氯仿:
异戊醇溶液。ExTaq DNA 聚合酶、Taq DNA 聚合酶
反应缓冲液、dNTP 溶液均购自 TaKaRa 公司，DNA
凝胶回收试剂盒(Gel Extraction Kit)购自 Omega 公
司。

表 1 本研究所用的致病杆菌菌株及其 23S 和 16S rDNA 序列
Table 1 The Xenorhabdus strains and their 23S and 16S rDNA sequences used in this study

Species Type strain Accession No． of the23S rDNA sequcenc Accession No． of the16S rDNA sequcenc
X． beddingii Q58 JN591571 AY278675
X． bovienii CS03 JN591572 DQ205452
X． bovienii Si JN591573 DQ205455
X． bovienii SS-2004* FN667741＊＊ FN667741＊＊

X． bovienii T228 JN591574 X82252
X． bovienii TB20 JN591575 DQ208305
X． bovienii USNY95 JN591576 DQ205453
X． budapestensis DSM16342 JN591577 AJ810293
X． cabanillasii S． rio JN591578 USTX62(AY521244)
X． doucetiae S． dia JN591579 FRM16(DQ211709)
X． elhersii CB2B JN591580 KR03 (DQ202306)
X． elhersii CWL05 JN591581 DSM16337(AJ810294)
X． griffiniae DSM17911 JN591582 ID10(DQ211710)
X． hominickii DSM17903 JN591583 KE01(DQ211719)
X． indica DSM17382 JN591584 AM040494
X． innexi DSM16336 JN591585 AJ810292
X． japonica DSM16522 JN591586 DQ202310
X． koppenhoeferi DSM18168 JN591587 USNJ01(DQ205450)
X． kozodoii SaV JN591588 DQ211716
X． mauleonii DSM17908 JN591589 VC01(DQ211715)
X． miraniensis DSM17902 JN591590 Q1(DQ211713)
X． nematophila A24 JN591591 FJ860883
X． nematophila AN6 JN591592 AY278674
X． nematophila ATCC19061* FN667742＊＊ FN667742＊＊

X． poinarii G6 JN591593 D78010
X． romanii DSM17910 JN591594 PR06-A(DQ211717)
X． stockiae DSM17904 JN591595 TH01(DQ202309)
X． szentirmaii K77 JN591596 DQ211712
X． magdalenensis IMI397775(HQ877464)
X． vietnamensis VN01(DQ205447)

* From GenBank，＊＊Accession number of the genome DNA sequence

1. 2 共生菌的培养
将液氮保藏的共生菌接种到 3 mL LB 培养基

中，28℃ 200 r /min 摇床培养 48 h 进行菌株复苏;然
后在 NBTA 板上划线，28℃温箱培养 48 h;挑取初生
型单菌落于 3 mL LB 培养基中，28℃ 200 r /min 摇

床培养 24 h。
1. 3 23S rDNA 序列片段的扩增测序
根据 GenBank 中肠杆菌科细菌的 23S rDNA 序

列，利用 DNASTAR 的 Primer Select 软件设计引物:
上游 引 物 23S-af: 5'-CGATAGTGAACCAGTACCGT
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GAG-3'; 下 游 引 物 23S-ar: 5'-TCGTGCAGGTCGG
AACTTAC-3'。预期扩增片段长度约 1500 bp。
用于扩增 23S rDNA 序列的共生菌 DNA 模板采

用液氮沸水法提取
［14］。 PCR 扩增条件:预变性

94℃ 3 min;94℃ 30 s，55℃ 30 s，72℃ 1 min 30 s，循
环 25 次;72℃ 10 min。1%的琼脂糖凝胶电泳分离
回收反应产物，用 Omega 公司的 E． Z． N． A Gel
Extraction Kit 试剂盒纯化后，将符合要求的纯 PCR
产物送到上海 Invitrogen 公司测序。
1. 4 实验数据处理与分析
利用 MEGA4. 1 软件中的 Clustal W 进行多重序

列 比 对
［15］，并 将 结 果 以 mega 格 式 输 出。用

MEGA4. 1 软件计算序列的变异位点(Variable sites，
V)、保守位点(Conservered sites，C)、简约信息位点
( Parsimony-information sites， Pi )、自 裔 位 点
(Singleton sites，S)。用 DNAStar MegAlign 计算各序
列之间的相似性( Similarity)与遗传距离( Pair wise
distance)。
使用 MEGA4. 1 软件，以普通变形杆菌为外类

群，用邻接法 ( Neighbor-Joining)［16］构建系统发育
树。邻接法选用 Kimura 双参数模型 ( Kimura 2-
parameter)，位点间变异率采用统一变化率( uniform

rates)，节点支持率使用 1000 次 Bootstrap 检验。

2 结果和分析

2. 1 致病杆菌属 23S rDNA 片段扩增测序
采用上述引物和 PCR 扩增条件对 26 株致病杆

菌属共生菌进行扩增测序，得到 1500 bp 左右的片
段，该片段前 600 bp 序列对致病杆菌属细菌的保守
性高，含有的可用于分类鉴定的信息位点很少，故后

续分析时舍弃该段，截取 845 bp 进行建树、序列组
成、相似性及遗传距离分析。对野外资源调查中采
集到的大量菌株，可利用下游引物作为测序引物对

PCR 扩增产物直接进行双向测序得到所需的约 850
bp 的片段，进行快速鉴定。
2. 2 序列组成分析
表 2 是本研究分析的 26 株致病杆菌属细菌的

23S 和 16S rDNA 序列比对后数据组的各项参数。
由该表可见，23S rDNA 序列数据组的简约信息位点
有 126 个，占 14. 9%，而 16S rDNA 数据组虽然序列
长度几乎为 23S 片段的两倍，但简约信息位点只有
119 个，占 8. 3%，简约信息位点数比 23S 还少。

表 2 致病杆菌属 23S 和 16S rDNA 序列数据组的各项参数比较
Table 2 Comparison on parameters of the aligned 23S and 16S rDNA sequence data set of Xenorhabdus

Molecular
marker

Date type Length
Conservered
sites(C)

Variable sites
(V)

Parsimony-information sites
(Pi) *

Singleton
sites( S)

23S rDNA In group( bp) 845 689 153 126 27
Percent(% ) 81. 5 18. 1 14. 9 3. 2
Out group included( bp) 845 656 186 131 55
Percent(% ) 77. 6 22. 0 15. 5 6. 5

16S rDNA In group( bp) 1426 1261 159 119 40
Percent(% ) 88. 4 11. 1 8. 3 2. 8
Out group included( bp) 1426 1231 189 123 66
Percent(% ) 86. 3 13. 3 8. 6 4. 6

* An parsimony-information site is a position in the relevant set of sequences at which there are at least two different character sates at that point in the
sequences，and each of those states occurs in at least two of the sequences．

2. 3 序列相似性与遗传距离分析
利用 DNAStar MegAlign 计算序列相似性与遗传

距离，结果显示:基于 23S rDNA 序列，致病杆菌属
不同种菌株之间的序列相似性介于 87. 4% ( X．
doucetiae Sdia 和 X． griffiniae DSM17911) － 98. 6%
(X． doucetiae Sdia 和 X． romanii DSM17910)，遗传
距离介于 1. 3 － 10. 1 之间;而基于 16S rDNA 序列，
不同种菌株之间的序列相似性介于 92. 3% ( X．

kozodoii SAV 和 X． cabanillasii USTX62 ) － 98. 7%
(X． vietnamensis VN01 和 X． japonica DSM16522)，
遗传距离介于 1. 2 － 6. 1 之间。显示 23S 数据组不
同种间相似性跨度 11. 2%，大于 16S 数据组的
6. 4% ;遗传距离的间距 8. 8，大于 16S 数据组的
4. 9。进一步说明该 845 bp 的片段比 16S rDNA 蕴
含有更多信息位点，更适合用于致病杆菌属细菌的

分类鉴定。
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2. 4 系统发育树分析
利用邻接法构建的基于 23S 和 16S rDNA 序列的

致病杆菌属细菌 NJ系统发育树见图 1。两树的深部节
点的置信值大多数低于 70%，显示用这两段序列为分
子标记均不能很好地揭示病杆菌属细菌的进化关系。
将 23S 和 16S rDNA 序列合并构建基于这两段序列的
系统发育树，结果显示深部节点置信值低的问题没有

根本性的改善(结果未给出)，显示单用 rDNA 无法揭
示致病杆菌属细菌的系统进化关系。

3 讨论

本研究通过测定致病杆菌属 20 种 26 株昆虫病

原线虫共生菌的一段 23S rDNA 序列，与近乎全长
的 16S rDNA 序列进行序列特征分析、进化树拓扑
结构比较，旨在探究以 23S rDNA 为分子标记对致
病杆菌属细菌进行分类鉴定的可行性。目前致病杆
菌属已定名 22 个种，16S rDNA 序列分析包含了目
前 该 属 细 菌 所 有 的 种，X． magdalenensis、 X．
vietnamensis 两种本室暂未保藏，故 23S rDNA 序列
未测定。
结果表明，与全长 16S rDNA 序列相比，所选择

的 23S rDNA 序列片段所含可变位点、简约信息位
点比例更高，遗传距离数值跨度大。提示该序列片
段可用于致病杆菌属细菌进行分类鉴定，特别适用

于对野外资源调查中采集到的大量菌株进行快速鉴
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图 1 用邻接法构建的基于 23S (A) 和 16S (B) rDNA 序列的致病杆菌属共生菌的系统发育树
Fig． 1 Phylogenetic trees of Xenorhabdus inferred from a fragment of 23S rDNA sequences (A) and 16S rDNA sequences (B)

with branch lengths scaled to the expected number of substitutions per sites． Numbers in parentheses represent the sequence's

accession number in Genbank． The number at each branch points is the percentage supported by bootstrap． Bar indicates 1%

sequence divergence in Fig． A and 0. 5% in Fig B．

定。
但是利用邻接法构建的基于 23S 和 16S rDNA

序列的两棵系统进化树，深部节点的置信值大多数

低于 70%，并且将两段序列合并后建树，深部节点
置信值低的问题没有根本性的改善，说明两个序列

中重组所致的 SNPs 较严重，单独采用 rDNA 作为分
子标记无法揭示致病杆菌属细菌的系统进化关系。
因此，在进行昆虫病原线虫致病杆菌属共生菌的新

种鉴定、系统进化研究时，应结合其它的分子标记，
如 gyrB、recA、dnaN、gltX、infB 等［1 － 2］

持家基因，使
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结果分析更加准确。
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Variable fragment of 23S rDNA for classification and
identification of Xenorhabdus
Jingxiu Zhao，Chunlin Liu，Lihong Qiu* ，Yi Pang
State Key Laboratory of Biocontrol，School of Life Sciences，Sun Yat-sen University，Guangzhou 510275，China

Abstract:［Objective］Members of Xenorhabdus are symbiotic bacteria of entomopathogenic nematodes Steinernema，and
can be applied as biopesticides against insects． Therefore，a rapid and accurate method for classification and identification
of Xenorhabdus is essential． ［Methods］ An 845bp-fragment of 23S rDNA sequence of 26 strains of Xenorhabdus
representing 20 described species was PCR amplified and sequenced． A phylogenetic tree of Xenorhabdus based on the
sequences obtained was constructed and compared to that based on nearly complete 16S rDNA sequences for suitability as
molecular maker for classification and identification of Xenorhabdus． ［Results］ The 23S rDNA fragment contained more
variable and parsimony-informative sites proportionally，and with greater pairwise distances among sequences compared to
those of 16S rDNA． ［Conclusion］ The 23S rDNA fragment can be used to identify Xenorhabdus，especially for a large
number of Xenorhabdus strains obtained from field survey．
Keywords: 23S rDNA，16S rDNA，Xenorhabdus，classification and identification
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图解微生物实验指南

J． P．哈雷，科学出版社生物分社，定价:65，出版时间:2012． 1，书号:978-
7-03-033147-2，装帧:平装，版本:第一版
内容简介:本书中的实验均用于说明和演示普通微生物学的基本原

理，涵盖了微生物学学科概论及其分支。本书的特色在于有很多引人入
胜的图片和独立的习题，适合不同大专院校的师生使用。本书分为十一
个部分，分别为显微镜技术、细菌形态和染色、基础实验室培养技术、细
菌的生化活性、快速多参数检测系统、未知微生物鉴定、影响微生物生长
的环境因子、环境和食品微生物、精选真核微生物概述、微生物遗传学和
基因组学、科学调查。每个实验均包括安全注意事项、实验材料、学习目
标、原理、实验步骤，以及提示与警告和复习题，旨在培养学生的实验操
作技能和实验思考技能。

本书适用于大专院校生命科学领域微生物学专业的师生参考使用
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获取更多图书信息请您关注

http: / / www． lifescience． com． cn /;欢迎各界人士邮购科学出版社各类图书
购书网站:

学士书店:http: / / www． xueshi． com． cn;当当网:http: / / www． dangdang． com /;亚马逊:
http: / / www． Amazon． cn;京东图书:http: / / book． 360buy． com /
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联系人:周文宇;电话:010-64022646，010-64017321;http: / / shop． sciencepress． cn /;
E-mail:zhouwenyu@ mail． sciencep． com
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