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摘要:【目的】利用 １６Ｓ ｒＲＮＡ、ｄｎａＡ、ｍｕｒＣ 和 ｐｙｒＧ 基因分子标记研究 Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ ｃｉｔｒｅｕｍ(Ｌｅｕ. ｃｉｔｒｅｕｍ)及相近

种间的种系发育关系ꎬ并比较这些基因序列对 Ｌｅｕ. ｃｉｔｒｅｕｍ 及相近种的区分能力ꎮ 【方法】以分离自酸面团

中的 ７ 株 Ｌｅｕ. ｃｉｔｒｅｕｍ 为研究对象ꎬ以 ｄｎａＡ、ｍｕｒＣ 和 ｐｙｒＧ 基因片段为标记ꎬ通过 ＰＣＲ 扩增、测序ꎬ结合已公

布的近缘种及亚种相应序列ꎬ计算遗传距离ꎬ构建系统发育树ꎬ并与 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因进行比较ꎮ 【结果】研究

发现 Ｌｅｕ. ｃｉｔｒｅｕｍ 及相近种间的 ｄｎａＡ、ｍｕｒＣ 和 ｐｙｒＧ 基因构建的系统发育树拓扑结构与 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因基本

一致ꎬ区别在于相似性的不同ꎬ其分别为 ７５ ５％ － ９７ ２％ 、５０ ２％ － ９９ ７％ 、６５ ０％ － ９９ ８％ 和 ９８ ５％ －
１００％ ꎮ 【结论】在 Ｌｅｕ. ｃｉｔｒｅｕｍ 及相近种间的种系发育关系中ꎬｄｎａＡ、ｍｕｒＣ 和 ｐｙｒＧ 基因与 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因系

统进化关系都具有很好的一致性ꎬ但这三个持家基因的遗传距离显著高于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因ꎮ 因此ꎬ采用

ｄｎａＡ、ｍｕｒＣ 和 ｐｙｒＧ 基因可以用于 Ｌｅｕ. ｃｉｔｒｅｕｍ 及相近种的分类鉴定ꎮ
关键词:柠檬明串珠菌ꎬ系统发育分析ꎬ１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因ꎬ持家基因

中图分类号:　 　 文献标识码:　 　 文章编号:０００１￣６２０９ (２０１３)０７￣０６６９￣０８

　 　 从 １８７８ 年 Ｔｉｅｇｈｅｍ 首次提出明串珠菌属

(Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ)ꎬ并确立这一分类学地位ꎮ 到目前为

止ꎬ明串珠菌属共发现 １７ 个种及亚种ꎮ 随着研究手

段的快速发展ꎬ不断发现新的种及亚种ꎬ同时伴随有

种的整合、重命名等ꎮ Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ ｃｉｔｒｅｕｍ 也经历很

多分类学的整合事件ꎬＴａｋａｈａｓｈｉ 等[１] 采用表型、生
物化学和 ＤＮＡ 杂交方法将 Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ ａｍｅｌｉｂｉｏｓｕｍ
合并为 Ｌｅｕ. ｃｉｔｒｅｕｍꎮ Ｌｅｕ. ｃｉｔｒｅｕｍ 属于异型乳酸发

酵ꎬ常用于食品发酵工业ꎬ可产生大量具有益生作用

的物质ꎬ诸如葡聚糖、果聚糖[２ － ３]ꎬ因此ꎬ对 Ｌｅｕ.
ｃｉｔｒｅｕｍ 的准确分类鉴定尤为关键ꎮ １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因

作为黄金标准广泛应用于原核生物的系统发育及分

类研究中ꎬ但由于其序列的高度保守和基因的多拷

贝ꎬ近年来也发现在一些细菌的分类鉴定中存在着

缺陷[４]ꎮ Ｌｅｕ. ｃｉｔｒｅｕｍ 及相近种如 Ｌｅｕ. ｌａｃｔｉｓ 和 Ｌｅｕ.
ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ ｓｐｐ. 之间的相似性高达 ９８ ５％ ꎬ尽管依

据 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列可以完成 Ｌｅｕ. ｃｉｔｒｅｕｍ 相近种

及亚种的分类鉴定ꎬ但对于一些有争议菌株的分类

仍需要采用其他方法更进一步的鉴定[５]ꎮ
随着测序技术的发展和测序成本的降低ꎬ采用

多个基因位点分析菌株间的系统进化关系已成为可

能ꎮ 一 些 持 家 基 因 如 ｄｎａＡ 基 因 ( ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ



Ｑｉａｎｇ Ｌｖ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１３)５３(７)

ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ )、 ｍｕｒＣ 基因 ( ＵＤＰ￣Ｎ￣
ａｃｅｔｙｌｍｕｒａｍａｔｅ￣Ｌ￣ａｌａｎｉｎｅ ｌｉｇａｓｅ) 和 ｐｙｒＧ 基因 ( ＣＴＰ
ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ)ꎬ几乎普遍存在于细菌中且具有保守性ꎬ
但不同的种或菌株间又存在差异即变异性[６]ꎮ 目

前ꎬ选择某些持家基因作为系统进化分析的有效分

子标记ꎬ尤其在亲缘关系较近菌株间的分析中显示

优于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因ꎮ 本研究以 ｄｎａＡꎬｍｕｒＣ 和 ｐｙｒＧ
基因对 ７ 株 Ｌｅｕ. ｃｉｔｒｅｕｍ 分离株以及相近种的参考

菌株在种和亚种水平上进行分类鉴定ꎬ并与 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因方法比较ꎬ综合评价 ｄｎａＡꎬｍｕｒＣ 和 ｐｙｒＧ
基因序列分析用于 Ｌｅｕ. ｃｉｔｒｅｕｍ 相近种间鉴定的可

能性ꎮ

１　 材料和方法

１ １　 材料

１ １ １　 试验菌株:本研究所用 ７ 株 Ｌｅｕ. ｃｉｔｒｅｕｍ 由

内蒙古农业大学乳品生物技术与工程教育部重点实

验室提供ꎬ具体菌株号和 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列号见

表 １ꎮ

表 １. 试验所用菌株及 １６Ｓ ｒＲＮＡ、ｄｎａＡ、
ｍｕｒＣ 和 ｐｙｒＧ 基因序列号

Ｔａｂｌｅ １. Ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ １６Ｓ ｒＲＮＡ、
ｄｎａＡ、ｍｕｒＣ ａｎｄ ｐｙｒＧ ｇｅｎｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

Ｓｔｒａｉｎｓ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｄｎａＡ ｍｕｒＣ ｐｙｒＧ
ＩＭＡＵ１０２２５ ＧＵ１３８５５３ ＫＣ３５２４６４ ＫＣ３５２４７１ ＫＣ３５２４７８
ＩＭＡＵ１０２０８ ＧＵ１３８５３６ ＫＣ３５２４６５ ＫＣ３５２４７２ ＫＣ３５２４７９
ＩＭＡＵ１０２４１ ＧＵ１３８５６９ ＫＣ３５２４６６ ＫＣ３５２４７３ ＫＣ３５２４８０
ＩＭＡＵ１０２２７ ＧＵ１３８５５５ ＫＣ３５２４６７ ＫＣ３５２４７４ ＫＣ３５２４８１
ＩＭＡＵ１０２２０ ＧＵ１３８５４８ ＫＣ３５２４６８ ＫＣ３５２４７５ ＫＣ３５２４８２
ＩＭＡＵ１０１８６ ＧＵ１３８５１４ ＫＣ３５２４６９ ＫＣ３５２４７６ ＫＣ３５２４８３
ＩＭＡＵ１０１８２ ＧＵ１３８５１０ ＫＣ３５２４７０ ＫＣ３５２４７７ ＫＣ３５２４８４

１ １ ２　 主要试剂和仪器:普通 ＭＲＳ 培养基ꎬＰＣＲ 试

剂为 ＴａＫａＲａ 公司产品ꎬＡｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｔｅｍｓ ＰＣＲ 仪ꎬ
ＮＤ￣１０００ 型微量紫外分光光度计ꎬＣＤＳ８０００ 型 ＵＰＶ
凝胶成像分析系统ꎬＥｐｐｅｎｄｏｒｆ ５８１０Ｒ 高速冷冻离心

机ꎬＤＹＹ￣１２ 电泳仪等ꎮ
１ １ ３　 试验所用引物:本研究通过比较基因组学分

析ꎬ选择 ｄｎａＡ、ｍｕｒＣ 和 ｐｙｒＧ 三个单拷贝且含有多

变区的基因为目标序列ꎬ结合序列比对信息ꎬ采用

ｐｒｉｍｅｒ ５ ０ 设计通用引物ꎬ引物见表 ２ꎬ所有引物由

上海桑尼生物科技有限公司合成ꎮ

表 ２. ＰＣＲ 扩增引物

Ｔａｂｌｅ ２. Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ＰＣＲ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→３′) Ｓｉｚｅ / ｂｐ
ｄｎａＡ ｄ￣Ｆ ＡＡＡＡＣＧＡＣＧＣＣＴＴＣＴＧＣＴＣ １９

ｄ￣Ｒ ＡＣＴＴＧＴＴＧＡＡＴＡＣＧＣＴＣＣＡ １９
ｍｕｒＣ ｍ￣Ｆ ＣＧＡＣＧＡＣＡＴＴＴＣＡＡＧＧＡＴＴ １９

ｍ￣Ｒ ＣＧＴＧＡＡＴＡＡＧＴＡＴＧＴＧＧＣＴＧＡ １９
ｐｙｒＧ ｐ￣Ｆ ＴＣＧＴＡＧＣＧＧＣＴＴＣＡＣＴＴＧＧ ２１

ｐ￣Ｒ ＣＧＡＴＧＡＣＴＧＣＡＴＣＡＧＧＧＴＣ １９

１ ２　 ＤＮＡ 提取、ＰＣＲ 扩增和测序

采用 ＣＴＡＢ￣冻融法提取菌株基因组 ＤＮＡ[７]ꎮ
将提取的基因组 ＤＮＡ 稀释到１００ ｎｇ / μＬ左右作为

ＰＣＲ 扩增模板ꎬ采用５０ μＬ反应体系ꎮ 对于 ｄｎａＡ 基

因的扩增ꎬ循环条件:９５℃ ５ ｍｉｎ 预变性ꎻ９５℃ １
ｍｉｎꎬ５２℃ ４５ ｓꎬ７２℃ １ ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎻ７２℃延伸 １０
ｍｉｎꎮ ｍｕｒＣ 和 ｐｙｒＧ 基因的 ＰＣＲ 扩增循环条件除了

退火温度为 ５０℃ 和 ４８℃ 外ꎬ其余反应条件均与

ｄｎａＡ 基因一致ꎮ ＰＣＲ 产物用 １ ２％ 的琼脂糖凝胶

电泳检测ꎬ并将扩增成功的产物送上海桑尼生物技

术有限公司测序ꎮ
１ ３　 序列分析与系统进化树的构建

７ 株试验菌株的 ｄｎａＡ、ｍｕｒＣ 和 ｐｙｒＧ 基因扩增

产物经纯化、测序ꎬ获得 ３ 个基因选定片段的核苷酸

序列ꎮ 然后从 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中下载试验菌株、模
式菌株和已完成基因组测序参考菌株的 １６Ｓ ｒＲＮＡ
基因序列ꎬ以及 ｄｎａＡ、ｍｕｒＣ 和 ｐｙｒＧ 基因序列(表 １
和表 ３)ꎬ采用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 比对ꎬ并用 Ｍｅｇａ ４ ０ 软件计

算菌株进化距离ꎬ运用邻接法(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇꎬＮ￣
Ｊ)分别构建试验菌株、模式菌株和参考菌株的 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因和 ｄｎａＡ、ｍｕｒＣ、ｐｙｒＧ 基因的系统发育树ꎬ
数据自展重抽样次数 １０００ 次ꎮ

２　 结果和分析

２ １　 基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的系统发育分析

７ 株试验菌株和参考菌株的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序

列下载自 ＧｅｎＢａｎｋ 核酸序列数据库ꎮ 通过多序列

比对ꎬ获得比对整齐的序列文件ꎬ计算菌株间的进化

距离ꎬ构建系统发育树(图 １)ꎮ 结果显示ꎬ共划分出

３ 个较为稳定的亚群(Ａ、Ｂ、Ｃ)和 ２ 个大类群(Ⅰ、
Ⅱ)ꎮ 其中ꎬＡ 亚群即 ７ 株试验菌株和 Ｌｅｕ. ｃｉｔｒｅｕｍ
聚为一类ꎬ它们的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因相似性为 ９９ ９％ ꎻ
Ｂ 亚群 ３ 株菌之间的相似性均在 ９９ ９％以上ꎻＣ 亚

０７６
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表 ３.参考菌株及基因序列

Ｔａｂｌｅ ３. Ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｗｏｒｋ
Ｓｔｒａｉｎｓ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｄｎａＡ ｐｙｒＧ ｍｕｒＣ
Ｌｅｕ. ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ ｓｕｂｓｐ. ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ ＡＴＣＣ ８２９３Ｔ ＡＢ５９６９３５ ＮＣ＿００８５３１ ＮＣ＿００８５３１ ＮＣ＿００８５３１
Ｌｅｕ. ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ ｓｕｂｓｐ. ｃｒｅｍｏｒｉｓ ＡＴＣＣ １９２５４Ｔ ＡＢ０２３２４７ ＮＺ＿ＡＣＫＶ０１０００１１８ ＮＺ＿ＡＣＫＶ０１００００７７ ＮＺ＿ＡＣＫＶ０１００００６９
Ｌｅｕ. ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ ｓｕｂｓｐ. ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ Ｊ１８ ＧＵ４７０９８１ ＣＰ００３１０１ ＣＰ００３１０１ ＣＰ００３１０１
Ｌｅｕ. ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ ｓｕｂｓｐ. ｄｅｘｔｒａｎｉｃｕｍ ＣＥＣＴ ９１２Ｔ ＡＢ０２３２４６ ＤＱ３３５６９７ － －
Ｌｅｕ. ｃｉｔｒｅｕｍ ＣＥＣＴ ４０２５Ｔ ＡＦ１１１９４８ ＤＱ３３５７００ － －
Ｌｅｕ. ｃｉｔｒｅｕｍＫＭ２０ ＤＱ４８９７３６ ＮＣ＿０１０４７１ ＮＣ＿０１０４７１ ＮＣ＿０１０４７１
Ｌｅｕ. ｃｉｔｒｅｕｍ ＬＢＡＥ Ｃ１０ － ＣＡＧＥ０１００００１３ ＣＡＧＥ０１００００１４ ＣＡＧＥ０１０００００７
Ｌｅｕ. ｐｓｅｕｄｏｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ ＣＥＣＴ ４０２７Ｔ Ｘ９５９７９ ＤＱ３３５７０２ － －
Ｌｅｕ. ｐｓｅｕｄｏｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓＫＣＴＣ ３６５２ ＨＭ４４３９５８ ＮＺ＿ＡＥＯＱ０１０００００４ ＮＺ＿ＡＥＯＱ０１０００４２６ ＮＺ＿ＡＥＯＱ０１００００１５
Ｌｅｕ. ｌａｃｔｉｓＫＣＴＣ ３５２８ ＡＢ５９６９４ ＮＺ＿ＡＥＯＲ０１０００７１４ ＮＺ＿ＡＥＯＲ０１０００５７０ ＮＺ＿ＡＥＯＲ０１０００６７４
Ｌｅｕ. ａｒｇｅｎｔｉｎｕｍＫＣＴＣ ３７７３ ＡＦ１７５４０３ ＮＺ＿ＡＥＧＱ０１０００００５ ＮＺ＿ＡＥＧＱ０１０００００８ ＮＺ＿ＡＥＧＱ０１００００２５
Ｌｅｕ. ｌａｃｔｉｓＡＴＣＣ １９２５６Ｔ ＡＢ０２３９６８ － － －

Ｎｏｔｅ:“ － ”ꎬ Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｉｓ ｎｏｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ.

图 １. ７ 株试验菌株与参考菌株的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因系统发育树

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ７ ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ. Ｔｈｅ
ｎｕｍｂｅｒ ａｔ ｅａｃｈ ｂｒａｎｃｈ ｐｏｉｎｔｓ ｉｓ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ. Ｂａｒꎬ １％ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄｉｖｅｒｇｅｎｃｅ. Ａ: ７ ｓｔｒａｉｎｓ
ａｎｄ Ｌｅｕ. ｃｉｔｒｅｕｍꎬ Ｂ: Ｌｅｕ. ｌａｃｔｉｓ ａｎｄ Ｌｅｕ. ａｒｇｅｎｔｉｎｕｍꎬ Ｃ: Ｌｅｕ. ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ ｓｐｐ. ꎻ Ⅰ: Ａ ａｎｄ Ｂꎬ Ⅱ: Ｃ ａｎｄ
Ｌｅｕ. ｐｓｅｕｄｏｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ.

群即 Ｌｅｕ. ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ 的 ３ 个亚种ꎬ它们处于同一

分支ꎬ相似性为 １００％ ꎮ 另外ꎬ第Ⅰ大类群中两个分

支 Ａ 和 Ｂ 的相似性差异为 ０ ９％ ꎻ第Ⅱ大类群即

Ｌｅｕ. ｐｓｅｕｄｏｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ 和 Ｌｅｕ. ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ ｓｐｐ. 的
相似性差异较小ꎬ仅为 ０ ４％ ꎬ这主要由于 １６Ｓ ｒＲＮＡ
基因进化速率比较低而造成的ꎮ
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１９９７ 年ꎬＶｉｌｌａｎｉ 等[８]采用 ＳＤＳ￣聚丙烯酰胺凝胶

(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)电泳方法ꎬ把 Ｌｅｕ. ｃｉｔｒｅｕｍ、Ｌｅｕ. ｌａｃｔｉｓ、
Ｌｅｕ. ｐｓｅｕｄｏｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ 和 Ｌｅｕ. ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ 及 ３ 个

亚种划分为一类ꎬ因为它们具有完全相同的蛋白指

纹图谱ꎮ 而本试验通过分析发现上述菌株间的 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因序列相似性均大于 ９８ ５％ ꎬ因此ꎬ从 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因水平佐证了 Ｖｉｌｌａｎｉ 的试验结果ꎮ
２ ２　 基于 ｄｎａＡꎬｍｕｒＣ 和 ｐｙｒＧ 基因部分序列的系

统发育分析

本研究测定 ７ 株 Ｌｅｕ. ｃｉｔｒｅｕｍ 相应的 ｄｎａＡꎬ
ｍｕｒＣ 和 ｐｙｒＧ 基因部分序列 (表 １)ꎬ采用与 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因相同的方法构建系统发育树ꎮ 通过比较

１６Ｓ ｒＲＮＡ、ｄｎａＡ、ｍｕｒＣ 和 ｐｙｒＧ 基因的系统发育树

发现ꎬ试验菌株与参考菌株的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因和 ３ 个

不同持家基因位点构建的系统发育树基本一致ꎬ均
可划分为 ３ 个明显的系统进化分支ꎬ但菌株间的相

互进化距离具有明显的差异性ꎮ
在 ｄｎａＡ 基因部分序列构建的系统发育树中ꎬ７

株试验菌株与 Ｌｅｕ. ｃｉｔｒｅｕｍ ＣＥＣＴ ４０２５Ｔ聚为一类(Ａ
亚群)ꎬ其相似性为 ９９ ６％ ꎬ而与 Ｌｅｕ. ｌａｃｔｉｓ ＫＣＴＣ
３５２８ 相似性仅为 ８３ ２％ ꎮ Ｌｅｕ. ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ 三个亚

种 的 相 似 性 均 大 于 ９８ ０％ ꎬ 而 与 Ｌｅｕ.
ｐｓｅｕｄｏｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ 的种间相似性仅为 ８０ ２％ ꎮ Ｂ 亚

群两株菌种间的相似性为 ９７ ８％ ꎮ
同样地ꎬ在 ｍｕｒＣ 基因构建的系统发育树中ꎬ７

株试验菌株与 Ｌｅｕ. ｃｉｔｒｅｕｍ ＫＭ２０ 的相似性为

９８ １％ ꎬ聚为一类构成 Ａ 亚群ꎬ 但与 Ｌｅｕ. ｌａｃｔｉｓ
ＫＣＴＣ ３５２８ 种 间 相 似 性 仅 为 ３４ ５％ ꎮ Ｌｅｕ.
ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ 两个亚种的种内相似性大于 ９９ ５％ ꎬ
它们与另一分支的 Ｌｅｕ. ｐｓｅｕｄｏｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ 的种间

相似性为 ５１ ２％ ꎮ
ｐｙｒＧ 基因系统发育树中ꎬ７ 株试验菌株与 Ｌｅｕ.

ｃｉｔｒｅｕｍ ＫＭ２０ 以 ９９ ６％的相似性聚为一类ꎬ与 Ｌｅｕ.
ｌａｃｔｉｓ ＫＣＴＣ ３５２８ 相 似 性 为 ７９ ９％ ꎮ Ｌｅｕ.
ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ 两个亚种的种内相似性高达 ９８ ６％ ꎬ
与 Ｌｅｕ. ｐｓｅｕｄｏｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ 的种间相似性为 ８０ ２％ ꎮ

３　 讨论

随着分类鉴定研究手段的不断更新ꎬ倾向于从

分子水平揭示菌株的亲缘关系ꎬ在明串珠菌属中ꎬ一
些种或亚种依据亲缘关系被划分到其他属ꎬ如魏氏

菌属(Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ)和酒球菌属(Ｏｅｎｏｃｏｃｃｕｓ) [９]ꎮ 这些

也表明了明串珠菌属中存在模糊、有争议的种及亚

种ꎮ 到目前为止ꎬ依据现代的分子生物学方法ꎬ如
１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列分析可在种的水平进行准确的

鉴定ꎬ但在一些亲缘关系较近的种或亚种的分类鉴

定中ꎬ只能给出一个不确定的结果ꎮ 明串珠菌属内

部分种及亚种之间的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因相似性较高ꎬ
单纯由 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列分析无法准确地区分开

来ꎮ 为了克服 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因在相近菌株之间难以

准确鉴定ꎬ相继有学者开始尝试采用持家基因作为

原核生物系统发育的分子标记ꎮ ２００７ 年ꎬ Ｃｈｅｌｏ
等[９]使用 １６Ｓ ｒＲＮＡ、ｄｎａＡ、ｇｙｒＢ、ｒｐｏＣ 和 ｄｎａＫ 基因

作为系统发育的标记ꎬ快速准确对明串珠菌、魏氏菌

和酒球菌进行鉴定ꎮ Ｂｒｕｙｎｅ 等[１０]也采用分析 ｐｈｅＳ、
ｒｐｏＡ 和 ａｔｐＡ 基因序列的方法成功地完成了分离自

发酵咖啡中乳酸菌的鉴定ꎬ值得一提的是 Ｌｅｕ.
ｈｏｌｚａｐｆｅｌｉｉ 与 Ｌｅｕ. ｃｉｔｒｅｕｍ 和 Ｌｅｕ. ｌａｃｔｉｓ 的 １６Ｓ ｒＲＮＡ
基因相似性分别为 ９９ ６％ 、９９ ０％ ꎬ又依据 ｐｈｅＳ、
ｒｐｏＡ 和 ａｔｐＡ 基因序列具有较大的遗传距离ꎬ命名了

１ 个新种 Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ ｈｏｌｚａｐｆｅｌｉｉ ｓｐ. ｎｏｖ. ꎮ ２００８ 年ꎬ
东京农业大学的 Ｅｎｄｏａ 等[１１] 根据 １６Ｓ￣２３Ｓ ｒＲＮＡ 基

因间序列、ｒｐｏＣ、ｒｅｃＡ 和 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列构建系

统发 育 树ꎬ 将 Ｌｅｕ. ｄｕｒｉｏｎｉｓ、 Ｌｅｕ. ｆｉｃｕｌｎｅｕｍ、 Ｌｅｕ.
ｆｒｕｃｔｏｓｕｍ 和 Ｌｅｕ. ｐｓｅｕｄｏｆｉｃｕｌｎｅｕｍ 菌株重新分类为

Ｆｒｕｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｇｅｎ. ｎｏｖ. ꎮ 在我们的结果中ꎬ采用不

同持家基因分析 Ｌｅｕ. ｃｉｔｒｅｕｍ 近缘种均显示出高的

遗传距离ꎮ 这些结果都表明运用持家基因序列分析

近缘种是一种行之有效的方法ꎮ
大量的研究表明ꎬＬｅｕ. ｃｉｔｒｅｕｍ 和 Ｌｅｕ. ｌａｃｔｉｓ 的

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列相似性大于 ９９ ０％ ꎮ ２０００ 年ꎬ
Ｌｅｅ[１２]设计种特异性引物成功的把 Ｌｅｕ. ｃｉｔｒｅｕｍ 和

Ｌｅｕ. ｌａｃｔｉｓ 的区分开来ꎬ本研究分析上述两种菌的

ｄｎａＡ、ｍｕｒＣ 和 ｐｙｒＧ 基因序列ꎬ它们的相似性分别为

８３ ２％ 、３４ ５％和 ７９ ９％ ꎬ显著优于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因

序列分析ꎬ结果表明采用上述 ３ 个持家基因位点的

分析可以作为 Ｌｅｕ. ｃｉｔｒｅｕｍ 和 Ｌｅｕ. ｌａｃｔｉｓ 快速准确

鉴定方法ꎮ ２００６ 年ꎬ Ｖａｃａｎｎｅｙ[１３] 等人研究 Ｌｅｕ.
ａｒｇｅｎｔｉｎｕｍ 和 Ｌｅｕ. ｌａｃｔｉｓ 的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列相似

性为 ９９ ６％ ꎬ经重复基因外回文序列(ＲＥＰ)、ＤＮＡ￣
ＤＮＡ 杂交、ＳＤＳ￣聚丙烯酰胺凝胶(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)电泳、
限制性片段长度多态性 ( ＡＦＬＰ) 等分析ꎬ把 Ｌｅｕ.
ａｒｇｅｎｔｉｎｕｍ 重新归类为 Ｌｅｕ. ｌａｃｔｉｓꎮ 本研究从持家
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图 ２.采用邻接法构建的 ｄｎａＡꎬｍｕｒＣ 和 ｐｙｒＧ 基因系统发育树

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｄｎａＡꎬ ｍｕｒＣ ａｎｄ ｐｙｒＧ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｂｙ Ｎ￣Ｊ ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ａｔ ｅａｃｈ ｂｒａｎｃｈ ｐｏｉｎｔｓ
ｉｓ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ. Ｂａｒꎬ １％ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄｉｖｅｒｇｅｎｃｅ. Ａ: ７ ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ Ｌｅｕ. ｃｉｔｒｅｕｍꎬ Ｂ: Ｌｅｕ. ｌａｃｔｉｓ ａｎｄ Ｌｅｕ.
ａｒｇｅｎｔｉｎｕｍꎬ Ｃ: Ｌｅｕ. ｐｓｅｕｄｏｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ ａｎｄ Ｌｅｕ. ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ ｓｐｐ. .
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基因 方 面 分 析 也 得 到 同 样 的 结 果ꎬ 即 Ｌｅｕ.

ａｒｇｅｎｔｉｎｕｍ 和 Ｌｅｕ. ｌａｃｔｉｓ 的 ｄｎａＡ、ｍｕｒＣ 和 ｐｙｒＧ 基因

序列相似性差异较小ꎬ分别为２ ２％、１１ ２％和２ ２％ꎮ

Ｌｅｕ. ｐｓｅｕｄｏｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ 和 Ｌｅｕ. ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ 及其亚

种之间难以准确区分[１４]ꎬ２０１０ 年ꎬＷａｗａ[１２] 分析了

Ｌｅｕ. ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ 和 Ｌｅｕ. ｐｓｅｕｄｏｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ 的 １６Ｓ

ｒＲＮＡ 基因序列ꎬ发现只有 ５ 个碱基不同ꎬ而本研究

基于 ｄｎａＡ、ｍｕｒＣ 和 ｐｙｒＧ 基因序列和系统发育树ꎬ

明 显 的 把 Ｌｅｕ. ｐｓｅｕｄｏｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ 和 Ｌｅｕ.

ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ 两个亚种分为两个独立的分支ꎬ但是

Ｌｅｕ. ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ 亚种之间的进化关系没有区分开

来ꎬ需要以后进一步的研究ꎮ

目前ꎬ在明串珠菌属中已有 ９ 个菌种完成全基

因 组 测 序ꎬ 其 中 Ｌｅｕ. ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ ｓｕｂｓｐ.

ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ ＡＴＣＣ ８２９３Ｔ和 Ｌｅｕ. ｃｉｔｒｅｕｍ ＫＭ２０ 是最

早完成测序工作的[１５]ꎬ由于缺乏基因方面的信息ꎬ

限制了明串珠菌属在全基因组水平上的比较分

析[１６]ꎮ 基于现状ꎬ许多学者将具有较高分辨率的一

些持家基因作为靶点ꎬ为明串珠菌属系统发育和分

子进化研究提供了一种新思路ꎮ 本研究以 ｄｎａＡ、

ｍｕｒＣ 和 ｐｙｒＧ 基因作为分子标记ꎬ成功的将 １６Ｓ

ｒＲＮＡ 基因无法分开的菌株ꎬ如 Ｌｅｕ. ｃｉｔｒｅｕｍ 和 Ｌｅｕ.

ｌａｃｔｉｓꎬＬｅｕ. ｐｓｅｕｄｏｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ 和 Ｌｅｕ. ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ

亚种准确鉴定ꎬ但不能清晰地区分 Ｌｅｕ. ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ

３ 个亚种ꎮ 这可能是由于选用的持家基因在 Ｌｅｕ.

ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ 三个亚种中发生过基因的水平转移和

重组事件ꎬ或者是 Ｌｅｕ. ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ 三个亚种的

ｄｎａＡ、ｍｕｒＣ 和 ｐｙｒＧ 基因相对保守[１７]ꎬ从而导致区

分效果不理想ꎬ在后续的研究中ꎬ可通过选择其他持

家基因来探讨 Ｌｅｕ. ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ 三个亚种之间的关

系ꎮ

综上分析ꎬ结果表明采用 ｄｎａＡ、ｍｕｒＣ 和 ｐｙｒＧ

基因部分序列分析的方法可以完成 Ｌｅｕ. ｃｉｔｒｅｕｍ 和

Ｌｅｕ. ｌａｃｔｉｓꎬ Ｌｅｕ. ｐｓｅｕｄｏｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ 和 Ｌｅｕ.

Ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ 相近种的准确鉴定ꎮ
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Ｓｏｃｉｅｔｉｅｓꎬ ２００８ꎬ ２７８: ６２￣７１.

[１５] Ｋｉｍ ＪＦꎬ Ｊｅｏｎｇ Ｈꎬ Ｌｅｅ ＪＳꎬ Ｃｈｏｉ ＳＨꎬ Ｈａ Ｍꎬ Ｈｕｒ ＣＧꎬ

Ｋｉｍ ＪＳꎬ Ｌｅｅ Ｓ. Ｃｏｍｐｌｅｔｅ Ｇｅｎｏｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ

ｃｉｔｒｅｕｍ ＫＭ２０. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙꎬ ２００８ꎬ １９０:

３０９３￣３０９４.

[１６] Ｃｈｅｌｏ ＩＭꎬ Ｚｅ′￣Ｚｅ′ＬＢꎬ Ｔｅｎｒｅｉｒｏ ＲＲ. Ｇｅｎｏｍｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ

ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａ Ｆｒｕｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓꎬ Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ ａｎｄ Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ

ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｍａｐｐｉｎｇ.

Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１０ꎬ １５６: ４２０￣４３０.

[１７] Ｎａｓｅｒ ＳＭꎬ Ｄａｗｙｎｄｔ Ｐꎬ Ｈｏｓｔｅ Ｂꎬ Ｇｅｖｅｒｓ Ｄꎬ

Ｖａｎｄｅｍｅｕｌｅｂｒｏｅｃｋｅ Ｋꎬ Ｃｌｅｅｎｗｅｒｃｋ Ｉꎬ Ｖａｎｃａｎｎｅｙｔ Ｍꎬ

Ｓｗｉｎｇｓ Ｊ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｉ ｂｙ ｐｈｅＳ ａｎｄ ｒｐｏＡ

ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｅｓ. Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ

Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００７ꎬ ５７:

２７７７￣２７８９.

５７６



Ｑｉａｎｇ Ｌｖ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１３)５３(７)

Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ
ｃｉｔｒｅｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｐａｒｔｉａｌ ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇ ｇｅｎｅｓ

Ｑｉａｎｇ Ｌｖ１ꎬ Ｍｉｎｇ Ｃｈｅｎ２ꎬ Ｈａｉｙａｎ Ｘｕ１ꎬ Ｙｕｑｉｎ Ｓｏｎｇ１ꎬ Ｚｈｉｈｏｎｇ Ｓｕｎ１ꎬ Ｔｏｎｇ Ｄａｎ１ꎬ
Ｔｉａｎｓｏｎｇ Ｓｕｎ１∗

１ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｄａｉｒｙ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎꎬ Ｉｎｎｅｒ Ｍｏｎｇｏｌｉａ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ
Ｈｏｈｈｏｔ ０１００１８ꎬ Ｃｈｉｎａ
２ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｂａｓｉｃ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｔｒａｉｎｉｎｇ Ｃｌａｓｓꎬ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ Ｉｎｎｅｒ Ｍｏｎｇｏｌｉａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ
Ｈｏｈｈｏｔ ０１００１８ꎬ Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ] Ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ １６Ｓ ｒＲＮＡꎬ ｄｎａＡꎬ ｍｕｒＣ ａｎｄ ｐｙｒＧ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓꎬ ｗｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ
ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ａｍｏｎｇ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ ｃｉｔｒｅｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ] Ｓｅｖｅｎ Ｌｅｕ. ｃｉｔｒｅｕｍ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｒｉｇｉｎａｌｌｙ ｉｓｏｌａｔｅｄ
ｆｒｏｍ ｓｏｕｒｄｏｕｇｈ ｗｅｒｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｂｙ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄｓ ｔｏ ａｍｐｌｉｆｙ ｔｈｅ ｄｎａＡꎬ ｍｕｒＣ ａｎｄ ｐｙｒＧ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｔｈｅ ｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙ ａｓ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｍａｒｋｅｒｓ. Ｔｈｅｎꎬ ｗｅ ｅｓｔｉｍａｔｅｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｔｈｅ
ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ １６Ｓ ｒＲＮＡ ａｎｄ ａｂｏｖｅ ｍｅｎｔｉｏｎｅｄ ｔｈｒｅｅ ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ｃｏｍｂｉｎｉｎｇ ｗｉｔｈ ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ
ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ] Ｂｙ ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅｓꎬ ｔｈｅ ｔｏｐｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ｔｒｅｅｓ
ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｏｆ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ. Ｔｈｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｏｆ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ Ｌｅｕ. ｃｉｔｒｅｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｍｏｎｇ ｄｎａＡꎬ ｍｕｒＣꎬ
ｐｙｒＧ ａｎｄ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔꎬ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ７５ ５％ ｔｏ ９７ ２％ ꎬ ５０ ２％ ｔｏ ９９ ７％ ꎬ ６５ ０％ ｔｏ ９９ ８％
ａｎｄ ９８ ５％ １００％ ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ] Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇ ｇｅｎｅｓ
ｗｅｒｅ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｈｉｇｈ ｔｈａｎ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ. Ｃｏｎｓｅｑｕｅｎｔｌｙꎬ ｔｈｅ ｄｎａＡꎬ ｍｕｒＣ ａｎｄ ｐｙｒＧ ｇｅｎｅ ａｒｅ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ Ｌｅｕ. ｃｉｔｒｅｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ ｃｉｔｒｅｕｍꎬ Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅꎬ Ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇ ｇｅｎｅｓ
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