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摘要:【目的】 研究 ＤＮＡ 提取方法对盐环境中放线菌的 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＲＦＬＰ ( Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ Ｆｒａｇｍｅｎｔ Ｌｅｎｇｔｈ
Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍꎬ限制性片段长度多态性)多样性分析结果的影响ꎮ 【方法】采用 ＣＴＡＢ￣ＳＤＳ 法、玻璃珠法和反

复冻融法 ３ 种方法提取焉耆盐场土壤样品 ＤＮＡꎬ利用放线菌特异性引物扩增 １６Ｓ ｒＤＮＡ 并分别构建文库ꎮ
采用 ＨａｅⅢ限制性内切酶对阳性克隆进行 ＲＦＬＰ 分析ꎬ选取不同的克隆进行测序、比对并构建 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列

系统发育树ꎮ 【结果】３ 种 ＤＮＡ 提取方法构建的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 克隆文库 ＯＴＵｓ￣(Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔ)数不

同ꎬ其中 ＣＴＡＢ￣ＳＤＳ 法获得 ３５ 个 ＯＴＵｓꎬ玻璃珠法获得 １９ 个 ＯＴＵｓꎬ反复冻融法获得 １４ 个 ＯＴＵｓꎮ ３ 种方法中

有 ５２％的 ＯＴＵｓ 序列与已知可培养的放线菌或未发表的克隆子序列相似性较低ꎬ可能代表着放线菌新的类

群ꎻ３ 种方法得到的放线菌均分布于放线菌纲(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)的放线菌亚纲(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｄａｅ)、酸微菌亚纲

(Ａｃｉｄｉｍｉｃｒｏｂｉｄａｅ)和红色杆菌亚纲(Ｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒｉｄａｅ)ꎮ 【结论】ＤＮＡ 提取方法是影响评价放线菌多样性的重

要因素ꎮ 本研究所采用的 ＤＮＡ 提取方法各自存在一些优缺点ꎬ因此评估盐环境中的微生物多样性时建议采

用几种方法组合ꎮ 而焉耆盐场这一盐环境可能存在丰富的放线菌物种多样性ꎬ并蕴藏着新的分类单元有待

进一步研究ꎮ
关键词:盐环境ꎬＤＮＡ 提取ꎬ１６Ｓ ｒＤＮＡꎬ克隆文库ꎬ放线菌多样性
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　 　 放线菌(Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ)是一类能产生抗生素、
酶类等与人类密切相关的生物活性物质的微生物ꎮ
极端环境中存在的放线菌因其特殊的遗传特性、生
理功能ꎬ以及独特的代谢产物而引起众多研究者的

关注ꎮ 盐环境属于典型的极端环境ꎬ对盐环境放线

菌的研究将为今后的理论研究提供参考材料ꎬ也为

我们了解微生物的进化打下基础ꎮ
目前ꎬ实验室常用一些选择性培养基分离相关

微生物ꎬ而一些培养条件要求苛刻的微生物却很难

培养ꎮ 因此ꎬ对未培养微生物的研究不仅可以使人

们了解其不可被培养的原因ꎬ也可指导这些微生物

资源的开发和利用ꎮ 随着分子生物技术的不断完善

和更新ꎬ可以在 ＤＮＡ 水平上直接揭示土壤的种群结

构和环境的关系ꎮ 当前ꎬ应用研究土壤多样性的方

法较多ꎬ如 ＡＲＤＲＡꎬＳＳＣＰꎬＲＦＬＰ 等ꎬ这些方法的应

用不但可以体现土壤物种的多样性、群落结构和功

能、土壤物种的系统发生和分类等ꎬ而且充分发挥了

传统的纯培养方法不能替代的作用ꎬ而 ＲＦＬＰ 这一



张娇等: ＤＮＡ 提取方法对盐环境放线菌多样性分析的影响. /微生物学报(２０１３)５３(７)

技术由于其有特殊的优势ꎬ使得受到相关研究的青

睐ꎮ
随着微生物生态学的发展ꎬ多种提取土壤样品

ＤＮＡ 的方法陆续建立起来[１]ꎮ 目前从土壤样品中

提取 ＤＮＡ 的方法大体分为两类[２]:(１)直接法[３]ꎬ
直接从土壤中裂解微生物细胞ꎻ(２)间接法[４]ꎬ先对

微生物细胞分离ꎬ再进行细胞裂解ꎮ
焉耆盐场位于新疆天山南麓焉耆盆地腹心ꎬ四

周环山ꎬ形成了特殊的山间盆地ꎬ随着时间的积累ꎬ
焉耆盐场的底部形成了独特的沉积物ꎬ对这些沉积

物开展放线菌物种多样性的研究有助于进一步了解

焉耆环境存在的天然微生物资源ꎮ 目前有关盐环境

物种多样性的报道较多ꎬ以盐环境为研究对象用不

同 ＤＮＡ 提取方法进行评价该环境的物种多样性尚

未见相关报道ꎮ
本文采用基于 １６Ｓ ｒＤＮＡ 的 ＲＦＬＰ 技术ꎬ评价 ３

种总 ＤＮＡ 提取方法对盐环境放线菌多样性检测结

果的影响ꎬ以期建立适于 ＲＦＬＰ 技术应用于盐环境

放线菌多样性研究的可靠的 ＤＮＡ 提取方法ꎬ为盐环

境微生物分子生态学的研究提供依据ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 样品的采集:２０１１ 年 １０ 月ꎬ从新疆焉耆盐

场(８６°３７′Ｅꎬ４１°８８′Ｎ)采集样品ꎮ 取样深度为 ５ －
３０ ｃｍꎬ样品采集后装于无菌的样品盒中ꎬ运抵实验

室后分别于 ４℃和 － ２０℃保存备用ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂和仪器:Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、ｐＭＤ１８￣
Ｔ 载体、ＨａｅＩＩＩ 限制性内切酶购自宝生物工程(大
连)有限公司ꎻＤＮＡ 琼脂糖凝胶回收试剂盒购自上

海生工生物工程有限公司ꎻＰＣＲ 仪、凝胶成像分析

系统购自美国 ＢＩＯ￣ＲＡＤ 公司ꎻ离心机购自德国

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司ꎻ电泳仪购自北京六一仪器厂ꎻ超净

工作台和培养箱购自上海博讯实业有限公司ꎮ
１􀆰 ２　 样品总 ＤＮＡ 的提取和放线菌特异性序列的

扩增

采用 ＣＴＡＢ￣ＳＤＳ 法[５]、玻璃珠法[６] 和反复冻融

法[７]提取样品总 ＤＮＡꎮ ３ 种方法均称取样品 ５ ｇꎬ经
过磷酸缓冲液预处理ꎬ涡旋混匀后 ７５００ × ｇ 离心

１０ ｍｉｎꎮ 总 ＤＮＡ 于 ５０ μＬ ｄｄＨ２Ｏ 中充分溶解ꎮ 电

泳检测上样量为 １０ μＬꎮ 采用放线菌特异性引物

(Ｓ￣２０ 和 Ａ￣１９)进行放线菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 部分序列 ＰＣＲ
扩增[８]ꎮ
１􀆰 ３　 克隆文库的构建[９]

用 ＤＮＡ 回收试剂盒回收纯化 ＰＣＲ 扩增的目的

条带ꎮ 纯化后的 ＰＣＲ 产物与 ｐＭＤ１８￣Ｔ 连接ꎬ转化

Ｅ. ｃｏｌｉ ＤＨ５αꎮ 通过蓝白斑筛选ꎬ将白色克隆转接于

９６ 孔细胞培养板中ꎬ置于 － ８０℃冰箱中保藏ꎮ
１􀆰 ４　 克隆文库的检验及 ＲＦＬＰ 分析

对文库中的克隆用 Ｍ１３ 引物进行菌落 ＰＣＲꎬ以
检测插入子的正确性[１０]ꎬ菌落 ＰＣＲ 产物用 ＨａｅⅢ酶

切 ８ ｈꎮ 将 ＲＦＬＰ 图谱中条带有差异的阳性克隆送

测序ꎮ 应用 ＲＤＰⅡ中的 Ｃｈｉｍｅｒａ Ｃｈｅｃｋ 程序对所获

得的克隆序列进行检查ꎬ以排除嵌合体ꎮ 以 ９９􀆰 ０％
相似 性 为 标 准 划 分 不 同 的 操 作 分 类 单 元

( Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔꎬ ＯＴＵ ) [１１]ꎬ 采 用

ＡｎａｌｙｔｉｃＲａｒｅｆａｃｔｉｏｎ 软 件 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｕｇａ. ｅｄｕ /
ｓｔｒａｔａ / ｓｏｆｔｗａｒｅ) 绘 制 克 隆 文 库 的 稀 有 度 曲 线

(Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎｃｕｒｖｅ)ꎬ以检验文库的代表性ꎮ 使用软

件 ＳＰＡＤＥ ( Ｓｐｅｃｉｅｓ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ Ａｎｄ Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ
Ｅｓｔｉｍａｔｉｏｎ)进行放线菌多样性指数分析ꎮ
１􀆰 ５　 系统发育分析

每个 ＯＴＵ 选取一条代表序列ꎬ通过 ＢＬＡＳＴ 找

到 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中与之相近的已知放线菌类群

的序列并下载ꎮ 将 ＯＴＵ 的代表序列和下载的序列

用 ＭＥＧＡ５􀆰 ０ 软件进行多重比对ꎬ采用 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣
Ｊｏｉｎｉｎｇ 方法构建系统发育树ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 总 ＤＮＡ 的提取及放线菌特异序列的扩增

琼脂糖凝胶电泳检测 ３ 种方法总 ＤＮＡ 的提取

效果ꎬ图 １ 显示 ＣＴＡＢ￣ＳＤＳ 提取法有较亮的 ＤＮＡ 条

带ꎬ玻璃珠法和反复冻融法有较弱的条带ꎮ
以 ３ 种方法提取的总 ＤＮＡ 为模板ꎬ用放线菌特

异性引物(Ｓ￣２０ꎬＡ￣１９)进行扩增ꎬ扩增目的片段大小

为 ６４０ ｂｐ(图 ２)ꎮ

７４７
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图 １. ３ 种方法提取样品总 ＤＮＡ 电泳图

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＤＮＡ ｆｒｏｍ ｓａｍｐｌｅｓ ｕｓｉｎｇ ｔｈｒｅｅ ｍｅｔｈｏｄｓ. Ａ: ＣＴＡＢ￣ＳＤＳ ｍｅｔｈｏｄꎻ
Ｂ: Ｇｌａｓｓ ｂｅａｄ ｍｅｔｈｏｄꎻ Ｃ: Ｆｒｅｅｚｉｎｇ ａｎｄ ｔｈａｗｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ. Ｍ: ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ λ￣Ｈｉｎｄ Ⅲ ｄｉｇｅｓｔ.

图 ２. 放线菌特异性序列 ＰＣＲ 扩增电泳检测结果

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ＤＮＡ ｕｓｉｎｇ
ｐｒｉｍｅｒｓ Ｓ￣２０ ａｎｄ Ａ￣１９ Ｍꎬ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００ꎻ Ｌａｎｅ １￣８ꎬ
Ｐａｒｔｉａｌ １６Ｓ ｒＤＮＡ ａｍｐｌｉｃｏｎｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓꎻ ＣＫꎬ Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ.

２􀆰 ２　 克隆文库的构建

纯化后的 ＰＣＲ 产物与 ｐＭＤ１８￣Ｔ 载体(ＴａＫａＲａ
公司)连接ꎬ转化 Ｅ. ｃｏｌｉ ＤＨ５α 感受态细胞ꎮ 蓝白斑

筛选ꎬ３ 种方法各挑取 ４８０ 个白色克隆ꎬ用 Ｍ１３ 引物

进行菌落 ＰＣＲꎬ扩增克隆子的插入序列ꎬ排除假阳

性克隆ꎮ

图 ３. 部分克隆子插入片段的 ＨａｅⅢ酶切电泳图

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｉｎｓｅｒｔ ｓｅｇｍｅｎｔ ｏｆ ｃｌｏｎｅｓ ｄｉｇｅｓｔ ｂｙ ＨａｅⅢ. Ｍꎬ ＤＮＡ
ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００ꎻ Ｌａｎｅ ２￣２８ꎬ Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｌｏｎｅｓ.

２􀆰 ３　 克隆文库的检验及样品放线菌多样性指数分析

采用 ＨａｅⅢ酶切菌落 ＰＣＲ 产物ꎬ得到酶切图谱

(图 ３)ꎮ 通过比较酶切图谱ꎬ３ 种方法分别挑选 ６９、
５３、５５ 个不同的克隆送测序ꎮ 测序结果经过序列比

对ꎬ去除非放线菌序列ꎬ分别归于 ３５ 个 ＯＴＵｓ、１９ 个

ＯＴＵｓ、１４ 个 ＯＴＵｓꎬ其 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列在 ＧｅｎＢａｎｋ 的

注册号:ＫＣ１１２９２１￣ＫＣ１１２９８８ꎮ 使用软件 ＳＰＡＤＥ 分

析放线菌多样性指数(表 １)ꎮ 结果可知ꎬＣＴＡＢ￣ＳＤＳ
法的物种最为丰富ꎬ玻璃珠法次之ꎬ反复冻融法最

少ꎮ 香农指数和辛普森指数也显示出 ＣＴＡＢ￣ＳＤＳ 法

的放线菌物种多样性最高ꎮ 采用稀有度统计方法分

析 ３ 个文库的多样性ꎬ从 Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ(图 ４)可
知 ３ 种方法的文库曲线均已达到平台缓期ꎬ说明库

容(Ｌｉｂｒａｒｙ ｓｉｚｅ)已经涵盖该样点的绝大多数物种ꎮ
２􀆰 ４　 三种不同 ＤＮＡ 提取方法揭示的焉耆盐场放

线菌多样性

ＣＴＡＢ￣ＳＤＳ 法、玻璃珠法和反复冻融法获得的

克隆经测序排除非放线菌克隆ꎬ与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库

中已知序列比对分别属于 ３５ 个 ＯＴＵｓ、１９ 个 ＯＴＵｓ、
１４ 个 ＯＴＵｓꎬ共同构建系统发育树(图 ５ꎬ图 ６ꎬ图 ７)ꎮ
从系统发育树可以看出 ３ 种方法获得的序列代表的
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菌株都分布在放线菌纲中的 ３ 个亚纲:放线菌亚纲

(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｄａｅ)ꎬ酸微菌亚纲(Ａｃｉｄｉｍｉｃｒｏｂｉｄａｅ)和
红色杆菌亚纲(Ｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒｉｄａｅ)ꎮ ３ 种 ＤＮＡ 提取方

法获得的克隆数目中ꎬＣＴＡＢ￣ＳＤＳ 法获得的克隆数

总类分布较广泛ꎬ玻璃珠法和反复冻融法得到的克

隆数较少ꎬ而玻璃珠法和反复冻融法获得的克隆属

于稀有的物种ꎮ 说明采用 ３ 种方法构建文库获得的

克隆都各具特异的优势物种ꎮ 而酸微菌亚纲和红色

杆菌亚纲中的克隆并没有明显的差异ꎬ说明这两个

亚纲的物种分布较广(表 ２)ꎮ

表 １. ３ 种 ＤＮＡ 提取方法中放线菌多样性指数比较

Ｔａｂｌｅ １. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ＤＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

Ｍｅｔｈｏｄｓ
Ｎｏ. ｏｆ
ＯＴＵｓ

Ｓｐｅｃｉｅｓ ｒｉｃｈｎｅｓｓ Ｓｈａｎｎｏ ｉｎｄｅｘ Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ
ＡＣＥ￣１ ９５％ ＣＩｓ Ｃｈａｏ ＆ Ｓｈｅｎ ９５％ ＣＩｓ ＭＬＥ ９５％ＣＩｓ

ＣＴＡＢ￣ＳＤＳ ｍｅｔｈｏｄ ３５ ３５􀆰 ０ (３５􀆰 ０ꎬ３５􀆰 ０) ３􀆰 ３５１ (３􀆰 ２８５ꎬ３􀆰 ４１７) ０􀆰 ０４２５２ (０􀆰 ０３７７１ꎬ０􀆰 ０４７３４)
Ｇｌａｓｓ ｂｅａｄ ｍｅｔｈｏｄ １９ １９􀆰 ０ (１９􀆰 ０ꎬ１９􀆰 ０) ２􀆰 ６０２ (２􀆰 ５０５ꎬ２􀆰 ７００) ０􀆰 １０５８９ (０􀆰 ０６８２７ꎬ０􀆰 １４３５２)
Ｆｒｅｅｚｉｎｇ ａｎｄ ｔｈａｗｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ １４ １４ (１９􀆰 ０ꎬ１９􀆰 ０) ２􀆰 ５１１ (２􀆰 ４５５ꎬ２􀆰 ５６７) ０􀆰 ０９０７２ (０􀆰 ０８２３４ꎬ０􀆰 ０９９１０)

ＣＩｓ: Ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ ｉｎｔｅｒｖａｌꎻＡＣＥ￣１: Ａ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ＡＣＥ ｆｏｒ ｈｉｇｈｌｙ ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓꎻ ＭＬＥ: ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｅｓｔｉｍａｔｏｒꎻ Ｃｈａｏ ＆ Ｓｈｅｎ: ｂａｓｅｄ ｏｎ
Ｈｏｒｖｉｔｚ￣Ｔｈｏｍｐｓｏｎ ｅｓｔｉｍａｔｏｒ ａｎｄ ｓａｍｐｌｅ ｃｏｖｅｒａｇｅ ｍｅｔｈｏｄ.

图 ４. ３ 种 ＤＮＡ 提取方法中文库放线菌稀有度曲线

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｆｏｒ ｔｈｒｅｅ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ＤＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄｓ.

２􀆰 ４􀆰 １　 ＣＴＡＢ￣ＳＤＳ 法放线菌群落组成及系统发育

多样性分析:ＣＴＡＢ￣ＳＤＳ 法中有 ７４􀆰 ３％的 ＯＴＵｓ 序列

与已知可培养的放线菌或未发表的克隆子序列相似

性小于 ９６％ ꎮ 获得的 ３５ 个 ＯＴＵｓ 大多数分布于放

线菌 亚 纲ꎬ 其 中 克 隆 序 列 ＹＪ￣３２０ 与 Ｌｅｉｆｓｏｎｉａ
ｋａｆｎｉｅｎｓｉｓ ( ＮＲ０４２６６９ )ꎬ ＹＪ￣４３９ 与 Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｌａｃｔｉｃｕｍ ( ＮＲ０２６１６０ )ꎬ ＹＪ￣１６５ 与 Ｍｙｃｅｌｉｇｅｎｅｒａｎｓ
ｘｉｌｉｇｏｕｅｎｓｅ ( ＮＲ０２９１００ )ꎬ ＹＪ￣１１ 与 Ｋｉｎｅｏｃｏｃｃｕｓ
ｘｉｎｊｉａｎｇｅｎｓｉｓ ( ＮＲ０４４５２２ )ꎬ ＹＪ￣４０ 与 Ｇｏｒｄｏｎｉａ
ｐｏｌｙｉｓｏｐｒｅｎｉｖｏｒａｎｓ ( ＮＲ０２６５００ )ꎬ ＹＪ￣２４６ 与

Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｑｉｎｇｓｈｅｎｇｉｉ ( ＨＱ８２４８４３ )ꎬ ＹＪ￣５ 与

Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｔｅａｒｉｃｕｍ ( ＡＪ４３９３４８ )ꎬ ＹＪ￣
１７４ 与 Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｃｎｅｓ ( ＪＱ４３５６８５ )ꎬ ＹＪ￣４７０
与 Ｆｒｉｅｄｍａｎｎｉｅｌｌａ ｌａｃｕｓｔｒｉｓ(ＮＲ０２８８８４) 与已知放线

菌序列的相似性均为 ９９％ ꎬ而克隆序列 ＹＪ￣３２５ꎬＹＪ￣
３７５ꎬＹＪ￣１４１ꎬＹＪ￣３５６ꎬＹＪ￣１１５ꎬＹＪ￣１３０ꎬＹＪ￣１８６ꎬＹＪ￣４７９
与 ＧｅｎＢａｎｋ 中已知序列的相似性均低于 ９７％ ꎬ可能

是放线菌亚纲中的一个新属ꎻＹＪ￣２７６ 属于酸微菌亚

纲ꎬ可能是其中一个新物种ꎻＹＪ￣４３ꎬＹＪ￣１３３ꎬＹＪ￣３２９ꎬ
ＹＪ￣４１４ꎬＹＪ￣４６６ 中的克隆在酸微菌亚纲中单独成为

一个分枝ꎬ与有效发表的所有类群无较近的亲缘关

系ꎬ可能是潜在的新分类单元ꎻＹＪ￣３８ꎬＹＪ￣２０４ꎬＹＪ￣
１９ꎬＹＪ￣１５６ꎬＹＪ￣１９３ 中的克隆在红色杆菌亚纲中独立

成一个分支ꎬ极有可能代表属以上的新类群ꎻＹＪ￣
２３３ꎬＹＪ￣４０３ꎬＹＪ￣３２２ 中的克隆与放线菌亚纲、酸微菌

亚纲和红色杆菌亚纲中有效发表的类群差别较大ꎬ
有可能代表着新的分类单元(图 ５)ꎮ
２􀆰 ４􀆰 ２　 玻璃珠法放线菌群落组成及系统发育多样

性分析:玻璃珠法中有 ６８􀆰 ４％ 的 ＯＴＵｓ 序列与已知

可培养的放线菌或未发表的克隆子序列相似性小于

９６％ ꎮ １９ 个测序的克隆经过同源性分析ꎬ结果显示

该 样 点 的 克 隆 序 列 ＹＪ￣４７４ 与 Ｃｅｌｌｕｌｏｍｏｎａｓ
ｂｏｇｏｒｉｅｎｓｉｓ 同 源 性 为 ９７％ ꎬ ＹＪ￣７４ 与 Ｌｅｉｆｓｏｎｉａ
ｋａｆｎｉｅｎｓｉｓ 同源性为 ９９％ ꎬＹＪ￣５９ 与 Ｋｏｃｕｒｉａ ｒｏｓｅａ 同源

性为 ９９％ ꎬ ＹＪ￣１６７ 与 Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ ｐｓｙｃｈｒｏｌａｃｔｏｐｈｉｌｕｓ
同源性为 ９８％ ꎬＹＪ￣１５３ 与 Ｎｏｃａｒｄｉｏｉｄｅｓ ｉｒｉｏｍｏｔｅｎｓｉｓ 同
源性为 ９８％ ꎬＹＪ￣３３７ 与 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｏｎｏｓｐｏｒａ ａｌｂａ 同源性

为 ９９％ ꎬ其他克隆序列与已知放线菌有效序列的相

似性均低于 ９５％ ꎬ ＹＪ￣５３ꎬＹＪ￣９４ 在酸微菌亚纲中单

独成为一个分支ꎬ可能是与酸微菌亚纲相似性较远

的属或种ꎻＹＪ￣１１１ꎬＹＪ￣２４７ꎬＹＪ￣３１６ 介于酸微菌亚纲

与红色杆菌亚纲之间自展出一个分支ꎬ说明这些克

隆可能既有酸微菌亚纲的性质ꎬ也有红色杆菌亚纲

的特点ꎻ ＹＪ￣２８ꎬＹＪ￣４３ꎬＹＪ￣８０ 中获得的克隆与已知

的类群相差较大ꎬ可能代表着更高级的分类地位ꎬ有
待进一步的研究验证(图 ６)ꎮ
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图 ５. ＣＴＡＢ￣ＳＤＳ 法克隆序列与放线菌相关物种构建的以 １６Ｓ ｒＤＮＡ 为基础的系统发育树

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ ｔｒｅｅ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ａｍｏｎｇ ａｃｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｐａｒｔｉａｌ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ＣＴＡＢ￣
ＳＤＳ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｄｏｗｎｌｏａｄｅｄ ｆｒｏｍ ＧｅｎＢａｎｋ. Ａｌｌ ｏｆ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅｓ ｏｖｅｒ ５０ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ￣ ｊｏｉｎｉｎｇ
ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ １０００ ｒｅｓａｍｐｌｅｓ ｄａｔａ ｓｅｔｓ. Ｂａｒꎬ ０􀆰 ０２ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄｉｖｅｒｇｅｎｃｅ.
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图 ６. 玻璃珠法克隆序列与放线菌相关物种构建的以 １６Ｓ ｒＤＮＡ 为基础的系统发育树

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ ｔｒｅｅ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ａｍｏｎｇ ａｃｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｐａｒｔｉａｌ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｇｌａｓｓ ｂｅａｄ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｄｏｗｎｌｏａｄｅｄ ｆｒｏｍ ＧｅｎＢａｎｋ. Ａｌｌ ｏｆ
ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅｓ ｏｖｅｒ ５０ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ￣ ｊｏｉｎｉｎｇ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ １０００ ｒｅｓａｍｐｌｅｓ ｄａｔａ ｓｅｔｓ. Ｂａｒꎬ０􀆰 ０２
ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄｉｖｅｒｇｅｎｃｅ.

２􀆰 ４􀆰 ３　 反复冻融法放线菌群落组成及系统发育多

样性分析:反复冻融法中有 ８５􀆰 ７％ 的 ＯＴＵｓ 序列与

已知可培养的放线菌或未发表的克隆子序列相似性

小于 ９６％ ꎮ 将获得的 １４ 个测序克隆进行同源性分
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析ꎬ结果展示该样点的克隆序列 ＹＪ￣９８ 与 Ｄｅｍｅｑｕｉｎａ
ｓａｌｓｉｎｅｍｏｒｉｓ 同 源 性 为 ９７％ ꎬ 克 隆 序 列 ＹＪ￣９９ 与

Ａｃｔｉｎｏｐｏｌｙｓｐｏｒａ ｓａｌｉｎａ 同源性为 ９９％ ꎻＹＪ￣６３、 ＹＪ￣９８
克隆序列与已知放线菌有效序列的相似性均低于

９５％ ꎬ极有可能是一个新属的类群ꎻ红色杆菌亚纲中

克隆序列 ＹＪ￣４１８ 和 ＹＪ￣９３ꎬＹＪ￣１１６ꎬＹＪ￣８２ꎬＹＪ￣５０ꎬＹＪ￣

９５ 中的克隆单独成为一个分支ꎬ可能代表着红色杆

菌亚纲中的新属或更高一级的物种ꎻＹＪ￣１２７ꎬＹＪ￣４０８
中的克隆与放线菌亚纲ꎬ酸微菌亚纲和红色杆菌亚

纲无较近的亲缘关系ꎬ单独成为一个分支ꎬ这可能代

表着新的分类单元ꎬ见图 ７ꎮ

图 ７. 反复冻融法克隆序列与放线菌相关物种构建的以 １６Ｓ ｒＤＮＡ 为基础的系统发育树

Ｆｉｇｕｒｅ ７. Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ ｔｒｅｅ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ａｍｏｎｇ ａｃｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｐａｒｔｉａｌ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｒｅｐｅａｔｅｄ
ｆｒｅｅｚｉｎｇ ａｎｄ ｔｈａｗｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｄｏｗｎｌｏａｄｅｄ ｆｒｏｍ ＧｅｎＢａｎｋ. Ａｌｌ ｏｆ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅｓ ｏｖｅｒ ５０ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ ｂａｓｅｄ ｏｎ
ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ １０００ ｒｅｓａｍｐｌｅｓ ｄａｔａ ｓｅｔｓ. Ｂａｒꎬ ０􀆰 ０２ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄｉｖｅｒｇｅｎｃｅ.
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表 ２. ３ 种方法获得的克隆在放线菌纲中的分布

Ｔａｂｌｅ ２. Ｔｈｒｅｅ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｃｌｏｎｉｎｇ ｉｎ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

Ｓｕｂ ｃｌａｓｓ Ｓｕｂ ｏｒｄｅｒ
ＣＴＡＢ￣ＳＤＳ ｍｅｔｈｏｄ Ｇｌａｓｓ ｂｅａｄ ｍｅｔｈｏｄ Ｆｒｅｅｚｉｎｇ ａｎｄ ｔｈａｗｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｃｌｏｎｅｓ

Ｒａｔｅ / ％
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｃｌｏｎｅｓ

Ｒａｔｅ / ％
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｃｌｏｎｅｓ

Ｒａｔｅ / ％

Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｄａｅ

Ａｃｉｄｉｍｉｃｒｏｂｉｄａｅ

Ｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒｉｄａｅ

Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｔａｃｅａｅ ６９ １９􀆰 ４４
Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ １５ ４􀆰 ２２
Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ ２３ ６􀆰 ４８
Ｉａｍｉａｃｅａｅ ６ １􀆰 ６９
Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ ３５ ９􀆰 ８６
Ｐｓｅｕｄｏｎｏｃａｒｄｉａｃｅａｅ ２２ ６􀆰 １９
Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ ５ １􀆰 ４１
Ｃｒｙｐｔｏｓｐｏｒａｎｇｉａｃｅａｅ ５ １􀆰 ４１
Ｎｏｃａｒｄｉａｃｅａｅ ８ ２􀆰 ２５
Ｂｅｕｔｅｎｂｅｒｇｉａｃｅａｅ ７ １􀆰 ９７
Ａｃｔｉｎｏｐｏｌｙｓｐｏｒａｃｅａｅ １９ ５􀆰 ３５
Ｋｉｎｅｏｃｏｃｃａｃｅａｅ ８ ２􀆰 ２５
Ｐｒｏｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒｅ ５ １􀆰 ４１
Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔａｃｅａｅ － －
Ｎｏｃａｒｄｉｏｉｄａｃｅａｅ － －
Ｄｅｍｅｑｕｉｎａｃｅａｅ － －
Ｎｏｃａｒｄｉｏｐｓａｃｅａｅ － －
Ｉｎｔｒａｓｐｏｒａｎｇｉａｃｅａｅ － －
Ｃｅｌｌｕｌｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ － －
Ｇｅｏｄｅｒｍａｔｏｐｈｉｌａｃｅａｅ － －
Ａｃｉｄｉｍｉｃｒｏｂｉａｃｅａｅ ８６ ２４􀆰 ２３
Ｓｏｌｉｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ ２１ ６􀆰 ４８
Ｔｈｅｒｍｏｌｅｏｐｈｉｌａｃｅａｅ ５ １􀆰 ４１
Ｐａｔｕｌｉｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ １０ ２􀆰 ８２

９４ ３１􀆰 ０２
４４ １４􀆰 ５２
４０ １３􀆰 ２０
１０ ３􀆰 ３０
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
７ ２􀆰 ３１
３２ １０􀆰 ５６
１０ ３􀆰 ３０
１６ ５􀆰 ２８
１２ ３􀆰 ９６
－ －
４４ １４􀆰 ５２
４ １􀆰 ３２
３４ １１􀆰 ２２
－ －

５４ １７􀆰 ８８
６５ ２１􀆰 ５２
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
３ ０􀆰 ９９
－ －
２７ ８􀆰 ９４
－ －
－ －
－ －
１２ ３􀆰 ９７
１１ ３􀆰 ６４
４５ １４􀆰 ９０
５２ １７􀆰 ２２
－ －

２􀆰 ５　 三种 ＤＮＡ 提取方法对 １６Ｓ ｒＤＮＡ 文库物种多

样性的影响

综合考虑获得物种的种类ꎬ分析不同方法获得

的放线菌多样性ꎮ 链霉菌属(Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ)、酸极端

单 胞 菌 属 ( Ａｃｉｄｉｔｅｒｒｉｍｏｎａｓ ) 和 嗜 热 油 菌 属

(Ｔｈｅｒｍｏｌｅｏｐｈｉｌｕｍ)在 ３ 种方法中都有得到相应的

克隆ꎬ说明这类物种在此环境中较活跃ꎬ易于获

得ꎻ 利 夫 森 氏 菌 属 ( Ｌｅｉｆｓｏｎｉａ ) 、 节 杆 菌 属

( Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ) 、 Ｉｌｕｍａｔｏｂａｃｔｅｒ 和 Ｉａｍｉａ 在 ＣＴＡＢ￣
ＳＤＳ 法和玻璃珠法中均可获得ꎬ而在反复冻融法

中并未获得相关克隆ꎬ说明 ＣＴＡＢ￣ＳＤＳ 法揭示的

物种多样性高ꎬ尽管玻璃珠法和反复冻融法获得

的物种较少ꎬ但这两种方法也获得 ＣＴＡＢ￣ＳＤＳ 法

所没有揭示的物种ꎮ 深入研究 ３ 种方法获得的

克隆序列ꎬ对理解放线菌物种多样性无疑具有重

要意义(表 ３) ꎮ

３　 讨论

１９９４ 年ꎬＭｏｙｅｒ 等[１２] 首次将 ＲＦＬＰ 技术应用到

微生物多样性和群落结构研究中后ꎬ人们则广泛运

用这种环境中不同生物个体或种群之间 ＤＮＡ 片段

酶切位点差异的特点ꎬ揭示微生物多样性和群落结

构[１３]ꎮ Ｉｎｃｅｏｇｌｕ 等[１４] 研究表明总 ＤＮＡ 提取方法对

土壤环境微生物多样性克隆文库的结果有重要影

响ꎬ本研究也再次验证了这一观点ꎮ
微生物分子生态学研究的关键技术之一就是如

何高效地提取总 ＤＮＡꎮ Ｎａｔｈａｌｉｅ[１５]等建议在裂解生

物细胞前ꎬ采用磷酸缓冲液进行土壤样品预处理ꎬ有
助于去除胞外游离 ＤＮＡ、无机物和有机物的干扰ꎮ
因此ꎬ本文在提取总 ＤＮＡ 时采用此法并获得较好的

结果ꎮ
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表 ３. ＤＮＡ 提取方法对 １６Ｓ ｒＤＮＡ 文库放线菌多样性的影响

Ｔａｂｌｅ ３. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＤＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｎ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｇｅｎｅ ｌｉｂｒａｒｙ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

Ｓｕｂ￣ｃｌａｓｓ Ｓｕｂ ｏｒｄｅｒ Ｆａｍｉｌｙ Ｇｅｎｕｓ

ＣＴＡＢ￣ＳＤＳ
ｍｅｔｈｏｄ

Ｇｌａｓｓ ｂｅａｄ
ｍｅｔｈｏｄ

Ｆｒｅｅｚｉｎｇ ａｎｄ
ｔｈａｗｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ

Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ / ％ Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ / ％ Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ / ％

Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｄａｅ

Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｄａｅ

Ａｃｉｄｉｍｉｃｒｏｂｉｄａｅ

Ｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒｉｄａｅ

Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｎｅａｅ

Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎｅａｅ
ＫＩｎｅｏｃｏｃｃｉｎｅａｅ

Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｎｅａｅ

Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｉｎｅａｅ

Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｉｎｅａｅ

Ｆｒａｎｋｉｎｅａｅ

Ｐｓｅｕｄｏｎｏｃａｒｄｉｎｅａｅ
Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｉｎｅａｅ

Ｓｔｒｅｐｔｏｓｐｏｒａｎｇｉｎｅａｅ

Ａｃｔｉｎｏｐｏｌｙｓｐｏｒｉｎｅａｅ

Ａｃｉｄｉｍｉｃｒｏｂｉｎｅａｅ

Ｓｏｌｉｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒａｌｅｓ

Ｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒｉｎｅａｅ
Ｔｈｅｒｍｏｌｅｏｐｈｉｌａｌｅｓ

Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ

Ｎｏｃａｒｄｉａｃｅａｅ

Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｔａｃｅａｅ
ＫＩｎｅｏｃｏｃｃａｃｅａｅ

Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ

Ｎｏｃａｒｄｉｏｉｄａｃｅａｅ
Ｐｒｏｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａｃｅａｅ
Ｂｅｕｔｅｎｂｅｒｇｉａｃｅａｅ

Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ

Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃａｃｅａｅ

Ｄｅｍｅｑｕｉｎａｃｅａｅ

Ｐｒｏｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒｅ
Ｉｎｔｒａｓｐｏｒａｎｇｉａｃｅａｅ
Ｃｅｌｌｕｌｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ
Ｃｒｙｐｔｏｓｐｏｒａｎｇｉａｃｅａｅ
Ｇｅｏｄｅｒｍａｔｏｐｈｉｌａｃｅａｅ
Ｐｓｅｕｄｏｎｏｃａｒｄｉａｃｅａｅ
Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔａｃｅａｅ
Ｎｏｃａｒｄｉｏｐｓａｃｅａｅ
Ｓｔｒｅｐｔｏｓｐｏｒａｎｇｉａｃｅａｅ
Ａｃｔｉｎｏｐｏｌｙｓｐｏｒａｃｅａｅ

Ａｃｉｄｉｍｉｃｒｏｂｉａｃｅａｅ

Ｉａｍｉａｃｅａｅ
Ｓｏｌｉｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ
Ｐａｔｕｌｉｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ
Ｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ
Ｔｈｅｒｍｏｌｅｏｐｈｉｌａｃｅａｅ

Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ ＋ ９９
Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ＋ ９９
Ｇｏｒｄｏｎｉａ ＋ ９９
Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅ ＋ ９０
Ｋｉｎｅｏｃｏｃｃｕｓ ＋ ９９
Ｌｕｔｅｏｃｏｃｃｕｓ ＋ ９３
Ｐｒｏｐｉｏｎｉｃｉｃｌａｖａ ＋ ９９
Ｔｅｓｓａｒａｃｏｃｃｕｓ － －
Ｆｒｉｅｄｍａｎｎｉｅｌｌａ ＋ ９９
Ｎｏｃａｒｄｉｏｉｄｅｓ － －
Ｉｓｏｐｔｅｒｉｃｏｌａ ＋ ８８
Ｓｅｒｉｎｉｂａｃｔｅｒ ＋ ９４
Ｇｅｏｒｇｅｎｉａ ＋ ８９
Ｌｅｉｆｓｏｎｉａ ＋ ９９
Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ＋ ９９
Ｍｉｃｒｏｃｅｌｌａ ＋ ９８
Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ ＋ ８８
Ｋｏｃｕｒｉａ － －
Ｄｅｍｅｑｕｉｎａ － －
Ｍｙｃｅｌｉｇｅｎｅｒａｎｓ ＋ ９９
Ｔｅｔｒａｓｐｈａｅｒａ － －
Ｃｅｌｌｕｌｏｍｏｎａｓ － －
Ｃｒｙｐｔｏｓｐｏｒａｎｇｉｕｍ ＋ ８９
Ｂｌａｓｔｏｃｏｃｃｕｓ － －
Ａｌｌｏｋｕｔｚｎｅｒｉａ ＋ ８９
Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｓ ＋ ８２
Ｓｔｒｅｐｔｏｍｏｎｏｓｐｏｒａ － －
Ｎｏｎｏｍｕｒａｅａ
Ａｃｔｉｎｏｐｏｌｙｓｐｏｒａ － －
Ｉｌｕｍａｔｏｂａｃｔｅｒ ＋ ９７
Ｆｅｒｒｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ ＋ ８８
Ｆｅｒｒｉｔｈｒｉｘ ＋ ８９
Ａｃｉｄｉｔｅｒｒｉｍｏｎａｓ ＋ ９０
Ａｃｉｄｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ ＋ ８１
Ｉａｍｉａ ＋ ９１
Ｓｏｌｉｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒ ＋ ８５
Ｐａｔｕｌｉｂａｃｔｅｒ ＋ ８９
Ｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒ － －
Ｔｈｅｒｍｏｌｅｏｐｈｉｌｕｍ ＋ ８７

－ －
－ －
－ －
＋ ８２
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
＋ ９８
－ －
－ －
－ －
＋ ９９
－ －
－ －
＋ ９８
＋ ９９
＋ ９６
－ －
＋ ９３
＋ ９７
－ －
－ －
－ －
－ －
＋ ９９

－ －
＋ ９４
－ －
－ －
＋ ９４
＋ ９１
＋ ９３
－ －
－ －
＋ ８９
＋ ８６

－ －
－ －
－ －
＋ ８７
－ －
－ －
＋ ９５
＋ ８１
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
＋ ９７
－ －
－ －
－ －
－ －
＋ ８９
－ －
－ －
－ －
＋ ８１
＋ ９９
－ －
－ －
－ －
＋ ９３
－ －
－ －
＋ ８４
－ －
－ －
＋ ８４

＋ :Ｆａｍｉｌｉｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｕｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄꎻ － : Ｆａｍｉｌｉｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｕｓ ｕｎｄｅｔｅｃｔｅｄ.

　 　 本研究采用的 ３ 种提取总 ＤＮＡ 的方法ꎬＣＴＡＢ￣
ＳＤＳ 法是一种提取盐环境 ＤＮＡ 有效方法ꎬ获得的物

种多样性最多ꎮ 可能是因为 ＣＴＡＢ 是一种阳离子去

污剂ꎬ能够在高离子强度下与蛋白质和多聚糖形成

沉淀ꎬ有利于 ＤＮＡ 的分离ꎻ而 ＳＤＳ 是一种阴离子去

垢剂ꎬ能够与膜蛋白的疏水部分结合ꎬ导致细胞膜破

裂ꎬ并破坏膜蛋白内部的非共价键ꎬ使蛋白质变性而

使其与 ＤＮＡ 分离ꎮ 因此ꎬ这两种去垢剂均可将细胞

壁和细胞膜完全破碎ꎬ很好地释放其中的 ＤＮＡꎻ其
次ꎬ玻璃珠法被证明在理论上破壁效果较好ꎬ但在本
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研究中未获得较好的结果ꎬ可能尚需进一步摸索玻

璃珠直径和数量等相关参数ꎮ 而冻融法效果最差ꎬ
得到的物种种类最少ꎬ可能是由于盐环境中的微生

物在细胞内形成聚羟基丁酸(ＰＨＢ)等物质[１６]ꎬ增加

了细胞应对反复冻融破坏的能力ꎬ导致 ＤＮＡ 不能充

分释放ꎮ 因此ꎬ应用免培养方法来评价盐环境中微

生物多样性时ꎬ仅用一种 ＤＮＡ 提取方法来评价环境

样品的微生物多样性ꎬ可能会低估该环境的微生物

的种类和数量ꎮ 建议采用几种方法组合ꎬ选择出适

合不同样品的最佳提取方案ꎬ尽可能“无偏地”地得

到所有物种的 ＤＮＡꎬ更好地反映环境中的微生物多

样性ꎮ
综合上述 ３ 种 ＤＮＡ 提取方法ꎬ从放线菌多样性

角度分析ꎬ焉耆盐场存在丰富的放线菌物种资源ꎬ３
种方法共获得 ６８ 个 ＯＴＵｓꎬ包括类诺卡氏菌属

( Ｎｏｃａｒｄｉｏｉｄｅｓ )、 Ｓｅｒｉｎｉｂａｃｔｅ、 隐 孢 囊 菌 属

( Ｃｒｙｐｔｏｓｐｏｒａｎｇｉｕｍ )、 异 库 兹 涅 尔 氏 菌 属

( Ａｌｌｏｋｕｔｚｎｅｒｉａ )、 铁 微 菌 属 ( Ｆｅｒｒｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ )、
Ｐａｔｕｌｉｂａｃｔｅｒ 的克隆等ꎬ对于这些克隆序列所代表的

尚未培养的微生物是否具有特殊的代谢产物或功能

基因ꎬ需要进一步研究ꎮ 到目前为止ꎬ关于盐环境物

种多样性的报道已有很多[１７]ꎬ但无论是免培养还是

可培养所得物种大多分布于放线菌亚纲ꎮ
本研究获得能产生高活性肽类抗生素[１８] 的考

克氏菌属(Ｋｏｃｕｒｉａ)克隆ꎻ可降解四环芘[１９] 等烃类

污染土壤的戈登氏菌属(Ｇｏｒｄｏｎｉａ)克隆以及可高效

降解苯酚[２０] 的节杆菌属 ( Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒｓ) 的大量克

隆ꎮ 而一些分类不详的克隆与能降解环境污染物的

放线菌具有较高的相似性ꎬ目前已有研究者将去甲

基醌菌属(Ｄｅｍｅｑｕｉｎａ)、东方大分子与细胞所菌属

( Ｉａｍｉａ)和红球菌属(Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ)等被定义为海洋

特有放线菌ꎬ这些克隆在焉耆盐场中被发现ꎬ说明这

些物种可能不仅是海洋环境特有ꎬ在一些盐环境中

也有分布ꎮ 这一结果对提高人们认识这些微生物的

分布有所帮助ꎬ并在一定程度上反映了塔里木盆地

是古地中海消退后逐渐形成的事实ꎮ
免培养分析获得了通常在岩石中才被发现的且

能氧化金属硫化物酸微菌属(Ａｃｉｄｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ)的相

应序列ꎬ揭示出酸微菌亚纲(Ａｃｉｄｉｍｉｃｒｏｂｉｄａｅ)中存

在大量未知的放线菌新类群ꎬ而目前在盐环境中并

未获得其纯培养ꎬ进一步说明分离培养工作任重道

远ꎮ ３ 种方法构建的克隆文库中 ５２％ 以上的 ＯＴＵｓ

序列与有效发表的所有放线菌类群相似性小于

９６％ ꎬ部分克隆序列在放线菌门系统发育树中处于

亚纲的分类地位ꎮ 说明焉耆盐场作为一种独特的微

生物生态系统ꎬ可能存在属、科甚至亚纲级分类单元

的放线菌新类群ꎬ有进一步研究的价值ꎮ
由于目前大量的微生物并未获得纯培养ꎬ而该

盐场日渐干涸ꎬ一旦该环境消失或改变ꎬ其中的放线

菌也随之灭亡ꎮ 因此ꎬ对特殊盐环境放线菌资源的

保护和利用具有紧迫性ꎬ而免培养获得的物种多样

性可以指导我们有针对性地改良或优化分离培养

基ꎬ以期发掘更多潜在的放线菌资源ꎬ对微生物资源

的开发和利用起到重要的推动作用ꎮ
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ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ＤＮＡ ｆｒｏｍ

ｐｏｌｌｕｔｅｄ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｏｒｇａｎｉｃ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｍｅｔｈｏｄｓꎬ ２００４ꎬ ５６(２): １８１￣１８３.

[１６] Ｄａｉ Ｊꎬ Ｇａｏ Ｙꎬ Ｌｉｕ Ｙꎬ Ｘｕ Ｄꎬ Ｃｈｅｎｇ Ｘꎬ Ｐｅｎｇ Ｈ.
Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｎｏｖｅｌ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ.
ＳＣＨ１７ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ＰＨＢ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ. Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｃｈｉｎａꎬ
２０１１ꎬ ３８(５): ６３５￣６４０. (ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ)
戴君ꎬ高毅ꎬ刘洋ꎬ徐德聪ꎬ程香ꎬ彭惠. 一株新型高产

ＰＨＢ 假单胞菌 ＳＣＨ１７ 的分离和特征分析. 微生物学

通报ꎬ２０１１ꎬ３８(５)ꎬ６３５￣６４０.
[１７] Ｊｉａ Ｘꎬ Ｈｅ Ｊꎬ Ｇｕａｎ Ｔꎬ Ｓｕｎ Ｈꎬ Ｘｉａ Ｚꎬ Ｚｈａｎｇ Ｌ.

Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ａ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅ ｆｒｏｍ Ｈｏｎｇ ｊｉｎｇ ｚｉ
ｉｎ Ｘｉｎｊｉａｎｇ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｃｕｌｔｕｒｅ￣ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ.
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｃｈｉｎａꎬ ２０１２ꎬ ３９ ( ５ ): ６０６￣６１３. ( ｉｎ
Ｃｈｉｎｅｓｅ)
贾晓宇ꎬ贺江舟ꎬ关统伟ꎬ孙红专ꎬ夏占峰ꎬ张利莉. 新

疆红井子盐碱土壤非培养放线菌多样性. 微生物学通

报ꎬ２０１２ꎬ３９(５):６０６￣６１３.
[１８] Ｏ'Ｍａｈｏｎｙ Ｔꎬ Ｒｅｋｈｉｆ Ｎꎬ Ｃａｖａｄｉｎｉ Ｃꎬ Ｆｉｔｚｇｅｒａｌｄ ＧＦ. Ｔｈｅ

ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ ｆｏｏｄ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
‘ｖａｒｉａｃｉｎ’ꎬ ａ ｎｏｖｅｌ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｋｏｃｕｒｉａ
ｖａｒｉａｎｓꎬ ｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ ｉｎ ｃｈｉｌｌｅｄ
ｄａｉｒｙ ｐｒｏｄｕｃｔｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００１ꎬ ９０
(１): １０６￣１１４.

[１９] Ｌｉｕ Ｌꎬ Ｌｉ ＸＷꎬ Ｌｉｕ ＳＪꎬ Ｌｉｕ ＺＰ. Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ＰＡＨｓ￣ｄｅｇｒａｄｉｎｇ ｓｔｒａｉｎ Ｇｏｒｄｏｎｉａ ｓｐ.
Ｈｅ４ ａｎｄ ｉｔｓ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｄｕｒｉｎｇ ｂｉｏｒｅｍｅｄｉａｔｉｏｎ ｏｆ
ｐｈｅｎａｎｔｈｒｅｎｅ ｐｏｌｌｕｔｅｄ ｓｏｉｌ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２００７ꎬ
２８(３): ６１７￣６２２.

[２０] Ｊｉａｎｇ Ｙꎬ Ｚｈａｏ Ｋꎬ Ｃｈｅｎ Ｈ. Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａ
ｓｔｒａｉｎ ｏｆ ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ. ＬＺＰ０８Ｘ ａｎｄ ｉｔｓ ｐｈｅｎｏｌ￣
ｄｅｇｒａｄｉｎｇ ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ. Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２００７ꎬ １７(１): ６３￣
６６. (ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ)
蒋永荣ꎬ赵凯鹏ꎬ陈欢. 节杆菌菌株 ＬＺＰ０８Ｘ 的分离鉴

定及其降解苯酚特性. 生物技术ꎬ２００７ꎬ１７(１):６３￣６６.
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Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｕｔｃｏｍｅ ｏｆ ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ ｓａｌｉｎｅ
ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＤＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄｓ

Ｊｉａｏ Ｚｈａｎｇ１ꎬ２ꎬ Ｚｈａｎｆｅｎｇ Ｘｉａ１ꎬ Ｊｉａｎｇｚｈｏｕ Ｈｅ１ꎬ２ꎬ Ｈｏｎｇｚｈｕａｎ Ｓｕｎ１ꎬ Ｌｉｌｉ Ｚｈａｎｇ１ꎬ２∗

１Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｉｎ Ｔａｒｉｍ Ｂａｓｉｎ ｏｆ Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ＆Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ
Ｃｏｒｐｓꎬ Ｔａｒｉｍ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ａｌａｒ ８４３３００ꎬ Ｃｈｉｎａ
２Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ Ｔａｒｉｍ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ａｌａｒ ８４３３００ꎬ Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ] Ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ＤＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ
ｓａｌｉｎｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｖｉａ １６Ｓ ｒＤＮＡ Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ Ｆｒａｇｍｅｎｔ Ｌｅｎｇｔｈ Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ] ＣＴＡＢ￣ＳＤＳ ｍｅｔｈｏｄꎬ ｇｌａｓｓ ｂｅａｄ
ｂｅａｔｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ａｎｄ ｔｈａｗｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘｔｒａｃｔ ｔｏｔａｌ ＤＮＡ ｉｎ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｙａｎｑｉ
Ｓａｌｔｅｎ. Ｔｈｅ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｃｌｏｎｅ ｌｉｂｒａｒｉｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｃｏｎｓ ｔｏ ｔｒａｎｓｆｏｒｍ ｔｈｅ Ｅ.
ｃｏｌｉ ＤＨ５α. Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｂｒａｒｙ ｗｅｒｅ ｆｕｒｔｈｅｒ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＲＦＬＰ. Ｔｈｅ ｕｎｉｑｕｅ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｃｌｏｎｅｓ ｗｅｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ
ａｎｄ ｆｕｒｔｈｅｒ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ]Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔｓ (ＯＴＵ) ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ
ＤＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｓ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ３５ ＯＴＵｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ＣＴＡＢ￣ＳＤＳ ｍｅｔｈｏｄꎬ １９ ＯＴＵｓ ｆｒｏｍ ｇａｌｓｓ ｂｅａｄ ｂｅａｔｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ １４
ＯＴＵｓ ｆｒｏｍ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ａｎｄ ｔｈａｗｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ. Ｕｐ ｔｏ ５２％ ＯＴＵｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｌｉｂｒａｒｉｅｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ｌｏｗｅｒ
ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬ ｐｅｒｈａｐｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｎｏｖｅｌ ｔａｘｏｎｓ. Ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ＯＴＵｓ ｂｅｌｏｎｇ ｔｏ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｄａｅꎬ
Ａｃｉｄｉｍｉｃｒｏｂｉｄａｅ ａｎｄ Ｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒｉｄａｅ ｓｕｂｃｌａｓｓｅｓ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ] ＤＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｔｈｅ ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ. Ｅａｃｈ ｏｆ ｔｈｅ ＤＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｉｎ ｏｕｒ ｓｔｕｄｙ ｈａｓ ｓｏｍｅ ｄｒａｗｂａｃｋｓ ａｎｄ ｂｉａｓｅｓꎬ ｓｏ ｉｔ ｉｓ ｂｅｔｔｅｒ ｔｏ ｕｓｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ
ＤＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＤＮＡ ｍｅｔｈｏｄｓ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ ｓａｌｔｙ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: ｓａｌｉｎｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔꎬ ＤＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎꎬ １６Ｓ ｒＤＮＡꎬ ｃｌｏｎｅ ｌｉｂｒａｒｙꎬ ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ
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Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｓｐｅｃｉａｌ Ｐｒｏｐｈａｓｅ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｎ Ｂａｓｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ (２０１０ＣＢ１３４５０５) ａｎｄ ｂｙ ｔｈｅ
Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (１０６０００１)
∗ Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ. Ｔｅｌ / Ｆａｘ: ＋ ８６￣９９７￣４６８１６１２ꎻＥ￣ｍａｉｌ:ｚｈａｎｇ６３ｌｙｌｙ＠ ｙａｈｏｏ. ｃｏｍ. ｃｎ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ: １６ Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０１２ / Ｒｅｖｉｓｅｄ: １８ Ｊａｎｕａｒｙ ２０１３
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