
!"卷 #期
$"""年$%月

微 生 物 学 报

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

0’)#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
$"""

收稿日期：$""12%32%!，修回日期：$"""2%42%!

白色杆菌属一新种的分离鉴定及其系统发育学分析
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（中国科学院微生物研究所 北京 $%%%1%）

横田 明 杉山 纯多
（东京大学分子和细胞生物学研究所 日本）

提 要 从热带土壤中分离到一株好氧、革兰氏阳性、不产芽孢的杆状菌株521，该菌株含有

672$$为主要醌组份；细胞壁肽聚糖的氨基酸组分为4，82氨基丁酸和!2氨基丁酸等；细胞壁糖
组分为鼠李糖、半乳糖和葡萄糖；90:的;<=含量为31>’(?。$3@/A0:基因测序和系统发
育学分析的结果表明，菌株521与驹形白色杆菌（!"#$%&’$(")*%+’,’(’"）亲缘关系最近，其$3@
/A0:基因的同源率为"3?。两者的总90:杂交率为34?，生理生化特征也有差异，故可把菌
株521定为一个新种，即热带白色杆菌（./0"()$"#/’#’(1&"$*&2BC)D’E)）。
关键词 热带白色杆菌，系统发育学分析，$3@/A0:基因序列
分类号 F"!" 文献标识码: 文章编号 %%%$234%"（$"""）%#2%!"32%$

随着分子生物学向分类学的不断渗入，微生物分类学正在步入一个崭新的阶段，目

前，以$3@/A0:基因序列为主的系统发育学分析，结合化学分类已成为细菌分类学研究
中的主流［$］。革兰氏阳性、好氧、细胞呈不规则杆状、细胞壁中含有4，82氨基丁酸类群细
菌，目前包括五个属：棍状杆菌属（-.’/0&’$(")）、拉氏杆菌属（1’(2’30&’$(")）、壤霉菌属
（4,)%+3$"5）、壤球菌属（4,)%$%$$#5）和白色杆菌属（!"#$%&’$(")）。这些属之间的区分主
要基于它们的醌类组分差异：棍状杆菌属（6721），拉氏杆菌属（672$%），壤霉菌属（672
$4），壤球菌属（672$$，672$4），白色杆菌属（672$$）。其中白色杆菌属（!"#$%&’$(")）是
由GHI.J+KL等［4］建议的革兰氏阳性，高;<=比、细胞壁含有二氨基丁酸类群中的一新
属，只有一个种。我们在研究热带土壤微生物生态时，分离到一株白色杆菌521，该菌株
表现出与该属典型种的明显差异，本文报道该菌株的分类地位，综合形态、生理生化、化学

分类特征和$3@/A0:基因序列分析的结果，建议521为白色杆菌属一新种，即热带白色
杆菌（./0"()$"#/’#’(1&"$*&2BC)D’E)）。

! 材料和方法
!"! 菌株及培养条件
菌株521分离自热带雨林土壤，标准菌株!"#$%&’$(")*%+’,’(’"M:6$%"!来自东京

大学M:6保藏中心，在NO2PQM培养基上培养。

!"# 形态特征
菌体细胞在NO2PQM培养基上培养48K，用相差显微镜观察活菌体，革兰氏染色，电



图! 菌株"#$细胞的电子显微镜照片

"%&’! ()**+*,-./01%,./&.23)/45-.2%0"#$
（!67778）

子显微镜观察等方法确定细胞形态。

!"# 生理和生化试验
生理和生化试验按9/:20和;-**+［<］手册中描述的方法进行。

!"$ 化学分类特征试验

!"$"! 细胞壁氨基酸组份：细胞壁制备及细胞壁氨基酸制备按;,)+*%4*.和=20>+*.［?］描
述的方法进行，进一步用@%-2,)%1/>*+A#$B77C@DA9氨基酸自动分析仪确定氨基酸组份。
细胞壁糖组份：用纤维素薄层层析法确定。

!"$"% 全细胞脂肪酸分析：用E9#$C气相色谱仪（;)%12>FG）确定。
醌类组份：由冷冻细胞提取醌类化合物，硅胶薄层层析和高压液相色谱法分析醌类。

!"& ’()中*+,含量和’()-’()杂交

HIC提取和纯化按J2.1G.［B］方法。HIC的EK9含量由@DA9方法测定［L］HIC#
HIC杂交研究采用缺刻平移的方法，用!#D<6标记"#$HIC作为探针，与参照菌的HIC
进行杂交。

!". !./01()基因的2,1扩增及测序
两个D9M引物分别是$"：BN#CECE(((EC(99(EE9(9CE#<N和!B!6M：BN#C9E#

E9(C99((E((C9EC#<N，对应于!"#$%&!L;.MIC基因的第$"6O个碱基和第!B!6"
!?PB个碱基，D9M产物纯化和克隆用Q0R%-./&*0(C9+/0%0&(J试剂盒。质粒提取用SQC#
ETISQC3.*3;3%03+251%>试剂盒，测序反应用CUQDMQ;J(JHV*D.%1*.9V,+*;*#
WG*0,%0&M*2>VM*2,-%/0试剂盒，测序用CUQ<O<;HIC自动测序仪测定。

!"3 序列数据分析
测定序列与基因库中的已知序列在“9+G5-2:”程序包［O］中进行多重序列匹配排列

（JG+-%3+*C+%&01*0-5）分析，最后形成一个多重序列匹配排列阵，其中形成的缺口用中性
元素填补。进化距离的计算用D@XAQD程序包中的HIC>%5-程序［$］，根据“=%1G.26#32#
.21*-*.”方式，通过序列数据计算“>%5-20,*12-.%Y”；然后把“>%5-20,*12-.%Y”输入“"%-,)”
程序［P］中，进行系统进化树估算。各分支

点的重复性用 D@XAQD 程序包中的
“;*WZ//-”、“9/05*05*”程序［!7］分析，重复
数为!77。

% 结果
%"! 形态特征
菌落形态：菌落圆形，表面较粗糙，白

色。个体形态：菌株"#$为革兰氏染色阳
性，不运动，杆状，菌体大小为 7[6"
7[<#18![7"![B#1，电子显微镜观察结
果见图!。

%"% 生理生化特征
生理生化特征实验结果见表!。
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表! 菌株"#$与!"#$%&’$(")*%+’,’(’"标准菌的生理生化特征比较

!"#$%& ’()*"+,-(.-(/*01-,2"$".3#,(20%),2"$/%"45+%-#%46%%.,-($"4%789".3!"#$%&’&(&)

特征’0"+"24%+,-4,2
菌株:4+",.

!"#$%&’&(&) 789
吐温水解!6%%.013+($1-,-
!6%%.;< = —

!6%%.9< = —

淀粉水解:4"+20013+($1-,- — =
七叶苷水解>-25$,.013+($1-,- — =
脲酶?+%"-% = =
硫化氢产生@A:/(+)"4,(. = =
吲哚产生B.3($%/(+)"4,(. — =
硝酸盐还原C,4+"4%+%3524,(. — =
DEFE反应DEFE+%"24,(. — —

甲基红试验 G%401$+%34%-4 = —

在HIC"’$中生长J+(640,.C"’$ = —

利用有机酸K--,),$"4,(.(/
(+L".,2"2,3
乙酸K2%4"4% = —

柠檬酸’,4+"4% — =
乳酸M"24"4% = —

琥珀酸:522,."4% = —

草酸NO"3"4% = —

马脲酸@,**5+"4% = —

醌系P5,.(.%-1-4%) GQ8&& GQ8&&
细胞壁氨基酸’%$$6"$$3,"),.("2,3 KA#5 KA#5
细胞壁糖组分’%$$6"$$-5L"+ J"$"24(-%L$52(-% R0").(-%L$52(-%L"$"24(-%
全细胞脂肪酸’%$$5$"+/"441"2,3 ".4%,-(8’&H!<，".4%,-(8’&S!< ".4%,-(8’&H!<，".4%,-(8’&S!<
J=’2(.4%.4／（)($I） ;;TA ;9

%&’ 化学分类特征
菌株789细胞壁肽聚糖的氨基酸成分为丙氨酸、谷氨酸、A8氨基丁酸和甘氨酸（摩尔

比&T;;!&!<TSS!<TUH），及特征性的!8氨基丁酸。细胞壁肽聚糖的糖组份为鼠李糖、
半乳糖和葡萄糖。甲基醌的主要组份为GQ8&&和少量的GQ8&<。全细胞脂肪酸的组份
为".4%,-(8’&H!<，,-(8’&;!<，".3".4%,-(8’&S!<。

%&( )*+中,-.含量和)*+#)*+杂交
菌株789基因组的VCK中的J=’含量为;9)($I。与标准菌株!)*+$,&+()-#$%&.

’&(&)的VCK杂交率为;AI，据此可把二者区分为不同的种。

%&/ 系统发育学分析
用引物97和&H&AR扩增菌株789的&;:+RCK基因，共&WW9个碱基，其序列见图A。

将该序列送入RVF数据库进行相似性分析，结果表明：菌株789归入革兰氏阳性、高J=
’比、细胞壁中含有氨基丁酸细菌类群，与!)*+$,&+()-属的相似性最高。把该序列与革
兰氏阳性、高J=’比、细胞壁中含有氨基丁酸细菌类群的&;:+VCK序列进行系统发育
学分析，结果如图X所示。
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图! 菌株"#$的%&’()*+基因序列

",-.! /01%&’()*+-12131451261378,379:;1"#$

菌株"#$与!"#$%&’$(")*%+’,’(’"聚为一群，二者的相似率为<&=，进化距离为

>?><%>。从系统树上也可明显看到，"#$与!-*%+’,’(’"聚成分支的@77;3;(:A值为

%>>=，说明这一分支是可靠的。结合化学分类指标的结果，如主要醌类为BC#%%，细胞
壁含有!#氨基丁酸，据此，可把"#$归入!"#$%&’$(")属。

D 讨论
菌株"#$的表型特征、化学分类特征及遗传特征均符合!"#$%&’$(")属的特征：细胞
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图! 菌株"#$的系统发育学地位

"%&’! ()*+),-.&*/*0%1+.2%0%./.3%2.-40*"#$

杆状，革兰氏染色阳性，醌类组成以 56#77为主，细胞壁含有!#氨基丁酸。依据789
:;<=基因序列的系统发育分析，与!"#$%&’&(&)形成一组，但菌株"#$又与该属的唯一
的一个已知种!"#$%&’&(&)有明显区别（见表7）：前者可水解(>**/，在?@<4A-中生
长，后者不能；后者可利用乙酸、富马酸、琥珀酸、草酸和马尿酸，前者不能。二者的分离地

点也不同，前者分离自污染的安锫管，而后者是从热带土壤分离得到的。二者的789
:;<=基因序列相似率为B8@，和C<=#C<=杂交率为8D@，该结果更说明它们应是不
同的种。据此，建议菌株"#$为!)*+$,&+()-属的一个新种，定名为热带白色杆菌（!"#$
%&’(%)"*)*&+,%(-,.2+’/.E’）。
热带白色杆菌（!)*+$,&+()-(-$./+&0/12+’/.E’）种的描述：革兰氏阳性；细胞呈不规则

杆状，细胞大小宽为FGD"FG!#H，长为7GF"7G?#H；在IJKLMN培养基生长DO，细胞不
形成芽胞、不运动、不形成菌丝，菌落白色、圆形、松软；过氧化氢酶阳性，氧化酶阴性；硝酸

盐还原阳性；吲哚产生、MD9形成阳性；可在+M7F生长。细胞壁肽聚糖的氨基酸成分为
丙氨酸、谷氨酸、D#氨基丁酸、甘氨酸、它们之间的摩尔比是7G88!7!FGPP!FGB?，及特
征性的!#氨基丁酸。细胞壁肽聚糖的糖组份为鼠李糖、半乳糖和葡萄糖。甲基醌的主要
组份为56#77和少量的56#7F。全细胞脂肪酸的组份为4/0*%2.#A7?!F，%2.#A78!F，和4/#
0*%2.#A7P!F；C<=的QRA比为8$H.-@；模式菌株"#$从热带土壤中分离得到。

致谢 S4--4+4和I../2..T博士协助采集土样，特此致谢。
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