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摘   要：【目的】糖丝菌属(Saccharothrix)是一类丝状稀有放线菌，在生物医药、工业酶制剂和

环境修复等领域展现出应用价值。本研究尝试建立以核糖体蛋白质为标志物，利用基质辅助激光

解吸电离飞行时间质谱(matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight mass spectrometry, 
MALDI-TOF MS)技术鉴定糖丝菌属放线菌的方法。【方法】检索基因组数据库，提取糖丝菌属

测序菌株 15 种核糖体蛋白质的序列并计算理论分子量；通过分子量比对分析糖丝菌属不同菌种

之间及其模式菌株与邻近属菌种模式菌株之间 15 种核糖体蛋白质的匹配度，提出鉴定至菌种及

属的核糖体蛋白质匹配数标准；选取目标属和非目标属菌种进行 MALDI-TOF MS 测试和分析并

修正鉴定标准。【结果】将待测菌株的 MALDI-TOF 质谱峰与糖丝菌属各菌种模式菌株的 15 种核

糖体蛋白质分别匹配，通过最大匹配数、质谱峰强度模式及特征质谱峰鉴定至属或种。【结论】

本研究建立了基于 15 种核糖体蛋白质标志物及 MALDI-TOF MS 技术鉴定糖丝菌属放线菌的方

法，可用于定向筛选和快速鉴定糖丝菌。 

关键词：基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱；核糖体蛋白质；糖丝菌属；放线菌；鉴定 
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Rapid identification of Saccharothrix spp. based on 
ribosomal protein biomarkers and matrix-assisted laser 
desorption/ionization-time of flight mass spectrometry 

SUN Wei*, XU Jie, ZHANG Wei, LUO Qian, TAI Cui 

Core Facility and Technical Service Center, School of Life Sciences and Biotechnology, Shanghai Jiao Tong 
University, Shanghai 200240, China 
 
Abstract: [Objective] Saccharothrix is a genus of rare filamentous actinomycetes showing 
great application values in the biopharmaceutical field, industrial enzyme preparations, and 
environmental remediation. This study aims to establish a method to identify Saccharothrix 
spp. based on ribosomal protein biomarkers and matrix-assisted laser desorption/ionization-time of 
flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS). [Methods] We searched two public genome 
databases to obtain the sequences of 15 ribosomal proteins from the genome-sequenced strains 
of Saccharothrix and calculated the theoretical molecular weights. We then compared the 
molecular weights to investigate the matching of 15 ribosomal proteins between different 
species of Saccharothrix and that between the type strains of Saccharothrix and its closely 
related three genera (Umezawaea, Actinosynnema, and Lentzea). The criteria for identifying 
Saccharothrix at the species and genus levels were proposed based on the number of ribosomal 
protein matches. Subsequently, the identification criteria were tested by MALDI-TOF MS with 
target and non-target organisms and improved. [Results] MALDI-TOF MS peaks from an 
unknown organism were compared with the weight list of 15 ribosomal protein biomarkers 
from each Saccharothrix type strain and the number of peaks that matched each strain’s 
biomarkers was obtained. Based on the maximum matches, peak intensity mode, and 
characteristic peaks, the organism can be identified at the genus or species level. [Conclusion] 
This study established a method for identifying Saccharothrix spp. based on 15 ribosomal 
protein biomarkers and MALDI-TOF MS, which can be used in directed screening and rapid 
identification of Saccharothrix spp. 
Keywords: matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight mass spectrometry 
(MALDI-TOF MS); ribosomal protein; Saccharothrix; actinomycetes; identification 
 
 

糖丝菌属(Saccharothrix)建立于 1984 年[1]，

是一类典型的丝状稀有放线菌，隶属于放线菌

门 (Actinobacteria)放线菌纲 (Actinobacteria)假
诺卡氏菌目(Pseudonocardiales)假诺卡氏菌科

(Pseudonocardiaceae)。原核生物标准命名名

录 (list of prokaryotic names with standing in 
nomenclature, https://lpsn.dsmz.de/)显示，糖丝菌

属现有 23 个有效描述种。糖丝菌能够产生种类

多样的生物活性代谢产物[2-5]，可作为新抗生素

的筛选资源。此外，糖丝菌能够产生活性酶，

可用于治疗真菌类感染疾病、降解纤维素和有

机污染物[6-8]。近年来基于基因组分析发现糖丝

菌基因组中含有丰富的次级代谢产物合成基因

簇，具有新骨架、新功能的代谢产物已通过基
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因簇克隆得到发现[9]。这些研究显示了糖丝菌

在生物医药、工业酶制剂和环境修复等领域的

应用潜力。糖丝菌在自然界分布广泛，存在很

大的新物种资源挖掘空间。目前糖丝菌的分离

主要依赖于非靶向培养方法，以高通量测序结

果为导向，从环境样品中大规模分离培养细菌

或者放线菌，通过菌种鉴定发现其中的糖丝菌。

传统的菌种鉴定方法中，16S rRNA 基因序列分

析法应用广泛，是细菌鉴定的金标准，但在大

规模菌种鉴定时工作量大，鉴定周期长。因此，

开发一种简单快速的糖丝菌鉴定方法有助于促

进这类放线菌资源的开发利用。 
基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱

(matrix-assisted laser desorption/ionization-time 
of flight mass spectrometry, MALDI-TOF MS)法
鉴定微生物具有简单、快速、高通量等优势，

已广泛应用于临床诊断中[10]。这一方法建立在

测定微生物稳定表达的高丰度蛋白质的分子量

基础上。处于对数生长期的细菌核糖体蛋白质

丰度高，其菌体蛋白的质谱图中以核糖体蛋白

质信号为主，可降低其他蛋白质，尤其是分子

量接近的蛋白质的影响[11-12]。MALDI-TOF MS 法

的鉴定准确性依赖于图谱数据库的完善性与可

靠性。目前，商业数据库以收录病原微生物为主，

收录非致病的环境微生物较少，比如布鲁克公司

的 MALDI Biotyper 数据库(Bruker MBT DB7854)
仅收录一种糖丝菌(Saccharothrix mutabilis)的
2 个亚种，无法满足对种类多样的糖丝菌属菌

种的鉴定需求。按布鲁克公司提供的标准方法

构建图谱数据库，需进行菌株收集、培养、前

处理、图谱采集、质量控制和方法验证，操作

繁琐，对技术要求严格，制约了 MALDI-TOF MS
法在环境微生物鉴定中的应用[13]。 

在前期研究中提出了基于 15 种核糖体蛋

白质标志物及 MALDI-TOF MS 技术鉴定放线

菌的设想[14]，之后通过对伦茨菌属放线菌的研

究证实了其可行性[15]。这种基于核糖体蛋白质

标志物的方法无需收集目标类群的菌种构建图

谱数据库，而是利用基因组学技术构建目标类

群菌种 15 种核糖体蛋白质的理论分子量数据

库。基于核糖体蛋白质标志物构建数据库的方

法操作简单，成本低廉，能够扩展 MALDI-TOF 
MS 法鉴定微生物的应用范围。为促进糖丝菌属

菌种资源的挖掘，同时提供更多分析案例用于

放线菌鉴定方法的开发，本研究尝试建立基于核

糖体蛋白质标志物及 MALDI-TOF MS 技术鉴定

糖丝菌属放线菌的方法，并展望其应用前景。 

1  材料与方法 
1.1  糖丝菌属菌种核糖体蛋白质序列提取、

分析及分子量计算 
以“Saccharothrix”为检索词搜索美国国家生

物技术信息中心(National Center for Biotechnology 
Information, NCBI)基因组数据库(https://www. 
ncbi.nlm.nih.gov/genome/)和美国联合基因组研

究中心(Joint Genomics Institute, JGI)基因组数

据库(https://genome.jgi.doe.gov/portal/)，获得糖

丝菌属测序菌种的信息，选取模式菌株和测序

质量好的非模式菌株进行分析。非模式菌株的

基因组序列提交至模式菌株基因组服务器(type 
strain genome server, https://tygs.dsmz.de/)进行

鉴定[16]。 
按前期研究所用方法提取各菌株 15 种核

糖体蛋白质的序列，进行各种核糖体蛋白质序

列的比对、分析和系统进化树构建以及核糖体

蛋白质的理论分子量计算[15]。 

1.2  糖丝菌属菌种间的核糖体蛋白质匹配

分析 
将各菌种代表菌株 15 种核糖体蛋白质的

分子量两两比对，核糖体蛋白质间的相对分子
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量之差小于 500×10−6 (线性模式的质量准确度

范围)即认为二者匹配。统计各菌株间的核糖体

蛋白质匹配数，评估以 15 种核糖体蛋白质的组

合区分菌种的可行性。基于最大匹配数建立鉴

定至菌种的标准。 

1.3  糖丝菌属菌种和邻近属菌种模式菌株

间的核糖体蛋白质匹配分析 
梅泽宾夫氏菌(Umezawaea)、束丝放线菌

(Actinosynnema)和伦茨菌(Lentzea)是亲缘关系

最接近糖丝菌的放线菌[17]，区分糖丝菌属与这

3 个邻近属的菌种是准确鉴定至属的前提。按

1.1 所述方法提取这 3 个属菌种模式菌株 15 种

核糖体蛋白质的序列并计算分子量，与糖丝菌

属各菌种模式菌株 15 种核糖体蛋白质的分子

量依次比对，统计核糖体蛋白质匹配数，基于

最大匹配数建立鉴定至糖丝菌属的标准。 

1.4  糖丝菌属测试菌株 
为测试鉴定标准对目标属菌种的鉴定结

果，收集 4 个糖丝菌属菌株进行测试和分析，

包括：S. australiensis CGMCC 4.1355T、S. carnea 
CGMCC 4.7097T 和 S. texasensis CGMCC 4.1713T 
(购自中国普通微生物菌种保藏管理中心 )；
Saccharothrix sp. CCTCC AB 2015033 (购自中

国典型培养物保藏中心)。取 28 ℃培养 3–4 d
的测试样本，按前期研究所用方法提取菌株蛋

白[14]。此外，MALDI Biotyper 数据库收录了 2 个

糖丝菌属菌株 S. mutabilis subsp. capreolus HKI 
264 HKJ 和 S. mutabilis subsp. mutabilis HKI 
9771 HKJ，调取其质谱峰列表用于后续分析。 

1.5  菌株 CCTCC AB 2015033 的基因组测

序、组装及鉴定 
将菌株 Saccharothrix sp. CCTCC AB 2015033

接种于 ISP2 液体培养基中，于 28 °C、180 r/min
转速下振荡培养 96 h。取 10 mL 培养液，7 000×g
离心 10 min，收集菌体送至苏州金唯智生物科

技有限公司，通过 Illumina NovaSeq 6000 测序

平台进行基因组框架图测序。组装后的基因组序

列提交至模式菌株基因组服务器进行比对。提取

基因组中的 16S rRNA 基因序列，在 EzBioCloud 
(https://www.ezbiocloud.net/)数据库中进行序列

比对。 

1.6  MALDI-TOF MS 测试、MALDI 质谱

峰匹配及菌株鉴定 
基质辅助激光解吸高分辨飞行时间质谱成

像系统购自布鲁克公司。按前期研究所用方法

采集测试样本的质谱图并进行质谱峰匹配[14]。

相对质量误差设为小于 500×10−6。统计测试菌

株匹配各模式菌株核糖体蛋白质的峰数量，获

得最大匹配数及对应的模式菌株，按鉴定至糖

丝菌属和种的标准鉴定并评估准确性。 
按前期研究所用方法分析糖丝菌属菌株核

糖体蛋白质的 MALDI 质谱峰强度模式[15]。 

1.7  糖丝菌属外菌种的 MALDI 质谱峰匹配 
为测试鉴定标准对非目标属菌种的鉴定结

果，从 MALDI Biotyper 数据库选取糖丝菌属

外的假诺卡氏菌目的 7 个菌种及放线菌纲其他

目的 73 个菌种，调取其质谱峰列表进行分析。

相对质量误差设为小于 500×10−6。按 1.6 所述

方法对测试菌株依次比对和统计，获得最大匹

配数，按鉴定至糖丝菌属的标准鉴定并评估准

确性。 

2  结果与分析 
2.1  糖丝菌属菌种核糖体蛋白质序列提

取、分析及分子量计算 
截至 2023 年 1 月，从 NCBI 和 JGI 基因组

数据库检索到糖丝菌属 16 个菌种的模式菌株

以及鉴定到属的 6 个菌株。基于基因组比对的

鉴定结果见表 1。菌株 Saccharothrix sp. 6-C 鉴

定为 S. texasensis，另外 5 个菌株均未归入 16 个 
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表 1  六个糖丝菌属菌株的基因组鉴定结果 
Table 1  Genome-based identification of six Saccharothrix strains 
Query Closest type strain DDH value (%) Identification result 
Saccharothrix sp. ALI-22-I S. deserti BMP B8144T 44.1 Potential new species 
Saccharothrix sp. CB00851 S. carnea CGMCC 4.7097T 60.0 Potential new species 
Saccharothrix sp. NRRL B-16314 S. ecbatanensis DSM 45486T 45.6 Potential new species 
Saccharothrix sp. NRRL B-16348 S. texasensis DSM 44231T 43.5 Potential new species 
Saccharothrix sp. S26 S. saharensis DSM 45456T 41.7 Potential new species 
Saccharothrix sp. 6-C S. texasensis DSM 44231T 86.6 S. texasensis 
 
模式菌株所属菌种。从 22 个菌株的基因组均注

释出 15 种目标核糖体蛋白质，其理论分子量见

表 2。 
序列分析发现 15 种核糖体蛋白质的序列

保守性差异显著，大致分 3 类：高度保守序列

(L36)，该序列在分析菌株中一致；中度保守序

列 (L33、S19、S18、S14-Z、L34、L28、L30
和 L32)，一般有 1–3 个位点发生氨基酸替换；

高度变化序列(L31、S20、S15、L27、L35 和

L29)，一般有 3 个以上位点发生氨基酸改变，

主要是氨基酸替换，有时是氨基酸插入或缺失，

数据已提交国家微生物科学数据中心，编号：

NMDCX0000220。这些序列的组合为菌种区分

和鉴定奠定了基础。 

2.2  糖丝菌属菌种间的核糖体蛋白质匹配

分析 
对代表糖丝菌属不同菌种的 21 个菌株进

行核糖体蛋白质匹配分析，21 个菌株间 15 种

核糖体蛋白质的匹配结果见表 3，详细匹配信

息已提交国家微生物科学数据中心，编号：

NMDCX0000220。 
表 3 显示 21 个菌株间的核糖体蛋白质最大

匹配数在 5–11 之间，表明 15 种核糖体蛋白质

的组合理论上可以区分糖丝菌属不同菌种。基

于最大匹配数将鉴定至菌种的标准设为核糖体

蛋白质匹配数≥12。如测试菌株与表 2 中某模式

菌株的核糖体蛋白质匹配数≥12，则鉴定为该模

式菌株所属菌种。 
菌株 Saccharothrix sp. 6-C与 S. texasensis DSM 

44231T 15 种核糖体蛋白质的理论分子量均一致，

匹配数为 15，按上述标准鉴定为 S. texasensis，
与基于基因组比对的鉴定结果一致。 

2.3  糖丝菌属菌种与邻近属菌种模式菌株

间的核糖体蛋白质匹配分析 
截至 2023 年 1 月，从 NCBI 和 JGI 基因组

数据库检索到梅泽宾夫氏菌属 2 个、束丝放线

菌属 2 个及伦茨菌属 19 个有效描述种，这些菌

种模式菌株 15 种核糖体蛋白质的理论分子量

数据已提交国家微生物科学数据中心，编号：

NMDCX0000220。分子量比对发现糖丝菌与 3 个

邻近属菌种间一些核糖体蛋白质的分子量一

致，如 L36 (4 403.38 Da)、L33 (6 363.33 Da)、
S14-Z (6 831.18 Da)、S18 (8 874.42 Da)和 S19 
(10 507.27 Da)等。此外，一些核糖体蛋白质间

的分子量差值在仪器质量误差范围内，可能产

生错配。梅泽宾夫氏菌、束丝放线菌及伦茨菌

与糖丝菌属各模式菌株间的核糖体蛋白质匹配

结果见表 4，详细匹配信息已提交国家微生物

科学数据中心，编号：NMDCX0000220。表 4
显示糖丝菌与 3 个邻近属菌种模式菌株间的核

糖体蛋白质最大匹配数均为 6。因此，将鉴定至

糖丝菌属的标准设为核糖体蛋白质匹配数≥7。
如测试菌株与表 2 中某模式菌株的核糖体蛋白

质匹配数≥7，则鉴定为糖丝菌属。 
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表 4  梅泽宾夫氏菌、束丝放线菌及伦茨菌与糖丝菌属模式菌株间的核糖体蛋白质匹配数 
Table 4  Count of ribosomal proteins from Umezawaea, Actinosynnema, and Lentzea strains matched to 15 
ribosomal proteins from 16 Saccharothrix type strains 
Organism 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 
Umezawaea endophytica DSM 103496T 3 3 4 2 4 3 6 4 2 3 3 4 5 2 2 2 
Umezawaea tangerina DSM 44720T 3 4 4 2 4 3 6 4 2 3 3 4 5 3 2 2 
Actinosynnema mirum DSM 43827T 3 3 5 3 6 3 3 4 3 5 4 3 6 2 5 3 
Actinosynnema pretiosum DSM 44131T 3 3 5 3 6 3 3 4 3 5 4 3 6 2 5 3 
Lentzea aerocolonigenes NBRC 13195T 3 2 4 3 3 2 3 4 3 3 4 4 3 3 3 2 
Lentzea alba NEAU-D13T 3 1 3 3 2 2 2 2 2 3 3 2 2 2 2 2 
Lentzea albida DSM 44437T 4 1 4 4 2 1 2 3 2 2 4 2 2 2 2 1 
Lentzea albidocapillata DSM 44073T 3 1 3 3 2 1 3 3 2 2 3 2 2 2 2 1 
Lentzea atacamensis DSM 45479T 3 3 3 2 3 2 4 3 2 2 3 3 4 2 3 1 
Lentzea californiensis DSM 43393T 3 2 4 3 4 3 4 3 4 2 4 3 3 4 2 1 
Lentzea cavernae CGMCC 4.7367T 3 3 4 3 3 3 4 4 3 3 4 3 3 3 2 2 
Lentzea flava JCM 3296T 3 3 5 2 5 4 3 5 4 4 5 3 3 3 3 3 
Lentzea flaviverrucosa DSM 44664T 3 2 4 3 3 2 3 4 3 2 4 3 3 3 2 1 
Lentzea fradiae CGMCC 4.3506T 3 3 5 3 4 3 3 4 4 4 5 4 3 3 3 2 
Lentzea guizhouensis DHS C013T 3 1 3 3 2 1 2 3 2 2 3 2 2 2 2 3 
Lentzea jiangxiensis CGMCC 4.6609T 3 3 4 3 3 3 4 3 3 3 4 3 3 3 2 1 
Lentzea kentuckyensis NRRL B-24416T 3 4 4 3 3 2 3 4 3 2 4 3 3 3 2 3 
Lentzea nigeriaca DSM 45680T 2 2 5 2 5 4 3 5 4 3 5 3 3 3 3 3 
Lentzea pudingi CGMCC 4.7319T 3 2 4 3 3 3 3 4 3 2 4 3 3 3 2 1 
Lentzea terrae NEAU-LZS 42T 3 3 4 3 3 2 3 3 3 3 4 4 3 3 3 1 
Lentzea tibetensis FXJ1.1311T 3 2 4 3 3 3 4 4 2 3 6 3 4 3 5 2 
Lentzea waywayandensis DSM 44232T 3 3 4 3 3 2 4 4 3 2 4 3 3 3 2 2 
Lentzea xinjiangensis CGMCC 4.3525T 3 3 4 3 3 2 3 4 3 2 4 3 3 3 2 2 
Cells that have the maximum value are colored gray. 
 
2.4  菌株 CCTCC AB 2015033 的基因组组

装及鉴定 
菌株CCTCC AB 2015033的基因组组装后获

得 79 个 contigs，基因组大小为 8 463 194 bp，平均

GC 含量为 73.51%。序列提交至国家微生物科学

数据中心基因组数据库(https://nmdc.cn/resource/ 
genomics/genome/)，数据编号为 NMDC60064245。
16S rRNA 基因序列比对表明，其与 Saccharothrix 
lopnurensis YIM LPA2hT 的 16S rRNA 基因序列

一致性最高，为 99.93%，鉴定为糖丝菌属菌种。

但 S. lopnurensis 尚无基因组序列报道。与已有

基因组比对表明，菌株 CCTCC AB 2015033 与

S. syringae NRRL B-16468T 的 DNA-DNA 杂交

(DNA-DNA hybridization, DDH)值最高，为 32.9%，

符合属内不同种间的 DDH 值范围。 

2.5  糖丝菌属测试菌株的 MALDI 质谱峰

匹配及菌株鉴定 
本研究收集 4 个菌株的 MALDI-TOF MS

图谱见图 1，6 个菌株(含 MALDI Biotyper 数据

库中的 2 个)的质谱峰列表已提交国家微生物科

学数据中心，编号：NMDCX0000220，与糖丝菌

属各模式菌株的核糖体蛋白质匹配结果见表 5，
详细匹配信息已提交国家微生物科学数据中心，

编号：NMDCX0000220。 
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图 1  糖丝菌属测试菌株的 MALDI-TOF MS 图谱 
Figure 1  MALDI-TOF MS spectra of Saccharothrix test strains. A: S. australiensis CGMCC 4.1355T. B:  
S. carnea CGMCC 4.7097T. C: S. texasensis CGMCC 4.1713T. D: Saccharothrix sp. CCTCC AB 2015033. 
Peaks that match ribosomal biomarkers are marked. 
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表 5  糖丝菌属测试菌株的 MALDI 质谱峰与糖丝菌属模式菌株的核糖体蛋白质匹配数 
Table 5  Count of MALDI spectrum peaks from Saccharothrix test strains matched to ribosomal proteins 
from 16 Saccharothrix type strains 
Test strain 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 
S. australiensis CGMCC 4.1355T 4 11 2 2 2 2 3 2 2 2 3 3 5 3 4 1 
S. carnea CGMCC 4.7097T 5 2 13 3 9 7 2 5 7 6 9 5 5 6 2 5 
S. texasensis CGMCC 4.1713T 3 4 6 5 6 6 4 3 9 2 5 5 3 15 3 2 
S. mutabilis subsp. capreolus HKI 264 HKJ 4 4 4 1 2 3 2 1 2 5 5 5 4 2 7 2 
S. mutabilis subsp. mutabilis HKI 9771 HKJ 5 3 3 5 3 2 7 2 1 5 4 5 7 1 13 2 
Saccharothrix sp. CCTCC AB 2015033 2 3 1 4 3 2 2 1 2 1 2 5 3 1 3 3 
Cells that have the maximum value in each row are colored gray. 
 
2.5.1  糖丝菌属菌株鉴定 

菌株 CGMCC 4.1355T 与表 2 中 02 号菌株

的核糖体蛋白质匹配数最大(11)，但低于 2.2 部分

鉴定至菌种的标准，未能鉴定为 S. australiensis，
可按 2.3 部分鉴定至属的标准鉴定为糖丝菌。

菌株质谱图中未检测到 4 种核糖体蛋白质

(S14-Z、S18、S15 和 S19)的峰(图 1A)，导致其

低于鉴定至菌种的标准。 
菌株 CGMCC 4.7097T 与表 2 中 03 号菌株

的核糖体蛋白质匹配数最大(13)且满足鉴定至

菌种的标准，鉴定为 S. carnea，鉴定结果准确。

菌株质谱图中未检测到 2 种核糖体蛋白质(S20
和 S19)的峰(图 1B)，但满足鉴定至菌种的标准。 

菌株 CGMCC 4.1713T 与表 2 中 14 号菌株

的核糖体蛋白质匹配数最大(15)且满足鉴定至

菌种的标准，鉴定为 S. texasensis，鉴定结果准

确。菌株质谱图中检测到 15 种核糖体蛋白质的

峰(图 1C)，表明菌株实际测试的匹配数与理论

匹配数一致。 
菌株 HKI 264 HKJ 与表 2 中 15 号菌株的核

糖体蛋白质匹配数最大(7)但低于鉴定至菌种的

标准，可按鉴定至属的标准鉴定为糖丝菌。 
菌株 HKI 9771 HKJ 与表 2 中 15 号菌株的

核糖体蛋白质匹配数最大(13)且满足鉴定至菌

种的标准，鉴定为 S. variisporea，种水平鉴定

错误。原因是 S. mutabilis 的基因组尚未公开，

进行糖丝菌属菌种间的核糖体蛋白质匹配时缺

少对 S. mutabilis 的分析。菌种 S. variisporea 和

S. mutabilis 的亲缘关系接近[18]，核糖体蛋白质

匹配数达到 13，提示 2.2 部分鉴定至菌种的标

准设定偏低，无法区分个别亲缘关系接近的菌

种。为确保种水平鉴定准确性，将鉴定至菌种

的标准修正为核糖体蛋白质匹配数≥14。按修正

后的标准，质谱中有 2 个及以上核糖体蛋白质

峰未检出的菌株无法鉴定至种。 
菌株 HKI 264 HKJ 和 HKI 9771 HKJ 同为

S. mutabilis 的亚种，但其最大匹配数差异显著(7
和 13)。HKI 264 HKJ 的峰列表中有 6 个峰与核

糖体蛋白质的理论 m/z 偏差在 550×10−6–650×10−6

之间，超出设定的误差范围，未判定为核糖体

蛋白质峰。鉴于 6 个峰偏移方向一致，通过质

量轴校正，该菌株与 15 号菌株的核糖体蛋白质

匹配数也可达到 13。 
综上所述，菌株实际测试的核糖体蛋白质

匹配数小于理论匹配数的主要原因是其质谱峰

未检出或超出误差范围。即使受此影响，5 个

测试菌株的最大匹配数均≥7，仍满足鉴定至属

的标准。 
菌株 CCTCC AB 2015033 与表 2 中各模式

菌株的核糖体蛋白质最大匹配数为 5，低于 2.3
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部分鉴定至糖丝菌属的标准，未能鉴定为糖丝

菌，表明与表 2 中的菌种亲缘关系较远的糖丝

菌，按最大匹配数≥7 的标准无法鉴定至属。 
2.5.2  糖丝菌属菌株核糖体蛋白质的质谱峰强

度分析 
图 1 显示 4 个测试菌株核糖体蛋白质的

MALDI 质谱峰呈现一致的强度模式，随 m/z 升

高峰强度呈阶梯式下降。L36 的峰强度最高，

L34 次之，其次是 m/z 6 300–7 000 的 6 种核糖

体蛋白质峰，之后是 m/z 7 700–9 400 的 5 种核

糖体蛋白质峰，m/z 10 000 以上的峰强度最低，

这种峰强度模式可作为鉴定糖丝菌属菌种的必

要条件。测试菌株中分子量 7 000 Da 以下的 8 种

核糖体蛋白质的质谱峰均以高强度稳定出现，缺

失的大多数是分子量 8 800 Da 以上的核糖体蛋

白质信号，主要是峰强度低于检出限所致。 

2.6  糖丝菌属外菌种的 MALDI 质谱峰匹配 
假诺卡氏菌目测试菌株与糖丝菌属各模式

菌株的核糖体蛋白质匹配结果见表 6，详细匹

配信息已提交国家微生物科学数据中心，编号：

NMDCX0000220，另外 7 个目的测试菌株的匹

配结果已提交国家微生物科学数据中心，编号：

NMDCX0000220。 
表 6 中假诺卡氏菌目 7 个测试菌株的核糖

体蛋白质最大匹配数为 5，不满足 2.3 部分鉴定

至糖丝菌属的标准，表明假诺卡氏菌目内与糖

丝菌亲缘关系较远的放线菌类群一般不会鉴定

为糖丝菌。假诺卡氏菌目外 7 个目 73 个测试菌

株(数据已提交国家微生物科学数据中心，编

号：NMDCX0000220)的核糖体蛋白质最大匹配

数为 4，不满足鉴定至糖丝菌属的标准，表明

与糖丝菌亲缘关系更远的假诺卡氏菌目外的放

线菌类群一般不会鉴定为糖丝菌。 

2.7  糖丝菌属菌种鉴定方法建立 
如前文所述，个别糖丝菌属菌种的最大匹

配数为 5，不满足匹配数≥7 的标准，未能鉴定

为糖丝菌。如将标准调整为匹配数≥5，邻近属

一些菌种同样可能满足(表 4)。为了区分这些菌

种，尝试寻找质谱中稳定出现的属水平特征峰。

L34的分子量区间在糖丝菌(5 292.18–5 349.28 Da)
与梅泽宾夫氏菌(5 378.27 Da)及束丝放线菌  
(5 379.30 Da)间差异显著，可通过 L34 的质谱峰区

分糖丝菌与这 2 个属。L32 的分子量区间在糖丝菌

(6 547.55–6 658.69 Da)与伦茨菌(6 457.51–6 517.56 Da)
间差异显著，可通过 L32 的质谱峰区分糖丝菌与

伦茨菌。以菌株 CCTCC AB 2015033 为例，其质

谱中 m/z 5 352.47 匹配糖丝菌 L34，m/z 6 562.18
位于糖丝菌 L32 的分子量区间，因此将菌株鉴 

 
表 6  假诺卡氏菌目测试菌株的 MALDI 质谱峰与糖丝菌属模式菌株的核糖体蛋白质匹配数 
Table 6  Count of MALDI spectrum peaks from Pseudonocardiales test strains matched to ribosomal 
proteins from 16 Saccharothrix type strains 
Test strain 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 
Lentzea flava IMET 9748T HKJ 1 1 3 1 3 3 1 3 4 2 3 1 1 3 1 2 
Pseudonocardia hydrocarbonoxydans  
DSM 43281T 

3 3 2 2 2 2 2 2 3 4 2 3 3 3 4 1 

Saccharopolyspora erythraea HKI 184 HKJ 4 3 3 3 2 1 4 3 2 3 2 5 4 1 4 4 
Saccharopolyspora hirsuta HKI 9709 HKJ 1 2 1 1 2 1 3 1 2 1 1 1 2 1 2 1 
Amycolatopsis alba DSM 44262T 1 2 2 0 2 3 3 3 2 3 2 0 0 1 0 1 
Amycolatopsis balhimycina DSM 44591T 0 1 1 1 0 2 0 0 1 0 0 0 0 2 1 2 
Amycolatopsis mediterranei DSM 40773 1 1 0 3 1 2 0 0 1 0 1 1 1 3 1 0 
Cells that have the maximum value in each row are colored gray. 
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定为糖丝菌。后续的菌株基因组测序分析也直

接证实了 m/z 5 352.47 匹配菌株的 L34 (理论

m/z 5 350.28)，m/z 6 562.18 匹配菌株的 L32 (理
论 m/z 6 560.60)。此外，亲缘关系较远的假诺

卡氏菌目内的个别菌种也满足匹配数≥5 的标准

(表 6)，但这种情况不同于 3 个邻近属的菌种，

主要是随机错配所致，可结合 2.5.2 部分的峰强

度模式予以排除。综上所述，与表 2 中各模式

菌株的最大匹配数为 6 和 5 的待测菌株，如匹

配核糖体蛋白质包括 L34 和 L32，匹配峰的强

度模式符合糖丝菌属特征模式，也可鉴定为糖

丝菌。 
本研究通过理论分析提出鉴定标准，基于

测试结果修正鉴定标准并建立糖丝菌属菌种的

鉴定方法，具体步骤如下：(1) 构建糖丝菌属菌

种模式菌株 15 种核糖体蛋白质的理论分子量

表(表 2)；(2) 甲酸提取法处理待测菌株；(3) 
MALDI-TOF 质谱仪采集菌株蛋白提取液的质

谱；(4) 将待测菌株的 MALDI-TOF 质谱峰与表 2
中各菌种模式菌株 15 种核糖体蛋白质分别匹

配并获得最大匹配数；(5) 结果判定：最大匹配

数≥7，匹配峰的强度模式符合糖丝菌属特征模

式，则鉴定为糖丝菌属；最大匹配数为 6 和 5，
匹配中包括 L34 和 L32，匹配峰的强度模式符

合糖丝菌属特征模式，则鉴定为糖丝菌属；鉴

定为菌种需满足与该菌种模式菌株的核糖体蛋

白质匹配数≥14。 
注意事项包括：(1) 糖丝菌属现有 23 个有

效描述种，NCBI 和 JGI 基因组数据库共收录

16 个，表 2 中缺少 7 种糖丝菌(S. ghardaiensis、
S. hoggarensis、S. isguenensis、S. lopnurensis、
S. mutabilis、S. stipae 和 S. xinjiangensis)的核糖

体蛋白质分子量数据，这些菌种的菌株无法鉴

定至种。(2) 按核糖体蛋白质匹配数≥14 的标准

鉴定至菌种可确保鉴定准确，但质谱中有 2 个

及以上核糖体蛋白质峰未检出的菌株无法鉴定

至菌种。上述两点导致本方法鉴定菌种存在应

用上的局限性。(3) 按核糖体蛋白质匹配数≥7
的标准鉴定糖丝菌属可确保鉴定准确，但与表 2
中的糖丝菌亲缘关系较远的糖丝菌属菌种无法

得到鉴定。筛选糖丝菌属菌种时按核糖体蛋白

质匹配数≥5 的标准能够提高筛选率，有助于筛

选出糖丝菌属新菌种。 

3  讨论与结论 
最初利用基因组学技术注释放线菌纲细菌

MALDI-TOF MS 指纹图谱中的核糖体蛋白质

信号，找到可用于表征放线菌纲菌种的 15 种核

糖体蛋白质标志物组合[14]，之后基于 15 种核糖

体蛋白质标志物及 MALDI-TOF MS 技术建立

了鉴定伦茨菌属放线菌的方法[15]。本研究在前

期基础上优化方法。首先，扩大搜索数据库的

范围，通过 JGI 数据库检索，补充了 NCBI 数

据库未收录的模式菌株，表 2 涵盖了公开基因

组序列的全部糖丝菌属模式菌株。其次，前期

研究中伦茨菌属个别菌种模式菌株的基因组仅

注释出 10 种核糖体蛋白质，本研究发现糖丝菌

属部分菌种出现同样情况。然而进一步分析发

现这并非基因组测序不完整引起，而是注释信

息缺失所致，通过核糖体蛋白质序列的同源比

对可从高度同源的蛋白质序列来源信息中获得

这些缺失序列的信息。因此，表 2 中的菌株注

释出全部 15 种核糖体蛋白质，确保了分子量数

据的完整性。上述方法改进扩大了糖丝菌属菌

种的鉴定范围。 
本研究从数据库检索到糖丝菌属菌种的模

式菌株之外，还检索到鉴定到属的菌株，基因

组比对结果提示一些菌株可能是未发表的糖丝

菌属新菌种。这些菌株大部分核糖体蛋白质的

序列和分子量与模式菌株一致，同时不乏菌株
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特征性的分子量，尤其是保守性低的核糖体蛋

白质如 L31 和 S20，这些分子量数据可作为模

式菌株核糖体蛋白质分子量数据的补充，为待

测菌株的核糖体蛋白质质谱峰匹配提供更多依

据。因此，构建核糖体蛋白质分子量表时除了

尽可能涵盖目标属菌种的模式菌株，补充代表

潜在新菌种的菌株，可以扩大目标属菌种的鉴

定范围。 
前期研究中鉴定伦茨菌属放线菌的依据是

核糖体蛋白质匹配数和质谱峰强度模式。本研

究发现依据核糖体蛋白质匹配数和质谱峰强度

模式无法区分糖丝菌与束丝放线菌、梅泽宾夫

氏菌及伦茨菌属的一些菌种，需要在鉴定标准

中补充糖丝菌属菌种的核糖体蛋白质特征峰，

比如 L34 (区分糖丝菌与束丝放线菌及梅泽宾

夫氏菌)和 L32 (区分糖丝菌与伦茨菌)的特征

峰。建立放线菌纲其他类群的鉴定方法时可以

在鉴定标准中设立相应的属水平的核糖体蛋白

质特征峰，以便区分邻近属菌种，提高鉴定准

确度。 
本研究建立的方法中，步骤(4)将待测菌株

的 MALDI-TOF 质谱峰与表 2 中各菌种模式菌

株 15 种核糖体蛋白质分别匹配的操作比较费

时。鉴于 L36 和 L34 在测试菌株的质谱图中均

以高信号强度稳定出现，可通过寻找匹配 L36 和

L34 的 m/z 对待测菌株进行初筛。分析 57 个属共

80 个非糖丝菌属菌种的质谱峰列表发现，质量误

差小于 500×10−6的条件下，仅有 4 个菌种(Lentzea 
flava 、 Pseudonocardia hydrocarbonoxydans 、
Saccharopolyspora erythraea 和 Kytococcus 
schroeteri)的峰列表中同时出现匹配糖丝菌属

菌种 L36 和 L34 的 m/z，表明依据 L36 和 L34
这 2 种核糖体蛋白质的质谱峰多达 95%的非糖

丝菌属菌种可被快速排除。将上述方法用于定

向筛选糖丝菌属菌种，可以快速缩小筛选范围，

显著提高筛选效率。 
先后以伦茨菌和糖丝菌属放线菌为分析案

例，对基于核糖体蛋白质标志物和 MALDI-TOF 
MS 技术鉴定放线菌的方法进行了探索，研究结

果可为放线菌纲其他类群的鉴定提供借鉴。随

着放线菌纲更多类群 15 种核糖体蛋白质分子

量数据库的构建，基于核糖体蛋白质标志物的

方法可应用于环境放线菌的分类和鉴定中。相

比传统鉴定方法，该方法具有简单、快速、适

合高通量鉴定等优势。虽然基质辅助激光解吸

电离飞行时间质谱仪的仪器成本高，但其检测

成本低，鉴定一个单克隆仅需 1−2 元。在近年

来科技部鼓励大型科学仪器对外开放共享的背

景下，具备了方法推广的条件。该方法与培养

基自动制备分装系统、自动化移液工作站、微

生物克隆自动化挑取工作站等仪器设备配套使

用，未来有望在工业水平上实现目标放线菌类

群的高通量筛选和鉴定。 
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