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基于１６ＳｒＤＮＡ序列的４株假单胞菌属细菌的分子鉴定
谭凤霞，柴　毅

（长江大学动物科学院，湖北荆州４３４０２５）

　　摘要：对分离自养殖水环境的４株假单胞菌属细菌的１６ＳｒＤＮＡ序列进行 ＰＣＲ扩增并测定其核酸序列，在 Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ中通过ＢＬＡＳＴ查找其同源序列，应用ＭｅｇＡｌｉｇｎ软件中的ＪｏｔｕｎＨｅｉｎ、ＣｌｕｓｔａｌＶ、ＣｌｕｓｔａｌＷ３种方法进行序列差异
和同源性分析，分别使用Ｍｅｇａ４．０软件中的邻接法（Ｎ－Ｊ）、最小进化法（ＭＥ）、最大简约法（ＭＰ）、非加权组平均法
（ＵＰＧＭＡ）构建系统发育树。３种序列分析方法结果显示，由ＪｏｔｕｎＨｅｉｎ法可知，菌株 Ｔ３与菌株 Ｔ６序列相似度最高为

９８５％，菌株 Ｔ４与Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．Ｎ９－１序列相似度最高为９９．１％，菌株 Ｔ５与Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．Ｎ９－１序列相似度

最高为９９．６％，菌株Ｔ６与ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｕｔｉｄａＫＦ７０３及菌株 Ｔ５序列相似度最高为９９．１％；由 ＣｌｕｓｔａｌＶ法可知，菌株

Ｔ３与Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．Ｎ９－１序列相似度最高为９７．０％，菌株 Ｔ４与 ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｉｃｉｄａＳ２１、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．

Ｎ９－１及菌株 Ｔ５序列相似度最高为９７．７％，菌株Ｔ５与ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｉｃｉｄａＳ２１序列相似度最高为９８．９％，菌

株Ｔ６与菌株Ｔ５序列相似度最高为９７．２％；由ＣｌｕｓｔａｌＷ法可知，菌株Ｔ３与Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．Ｎ９－１序列相似度最高均

为９７．７％，菌株 Ｔ４与ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｉｃｉｄａＳ２１序列相似度最高为９９．３％，菌株Ｔ５与Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｉｃｉｄａ

Ｓ２１序列相似度最高为９９．６％，菌株Ｔ６与Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．Ｎ９－１序列相似度最高为９７．９％。４种方法构建的系统发

育树基本一致，可初步确立４株菌株的分类地位：菌株 Ｔ３与 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．Ｇ５３亲缘关系最近，菌株 Ｔ４与序列

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．Ｎ９－１以及Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．ＷＰ６亲缘关系最近，菌株Ｔ５与Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．３－３（２０１０）亲缘关系最

近，菌株Ｔ６与ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｉｃｉｄａＳ２１亲缘关系最近。
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　　假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）是假单胞菌科（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａ
ｄａｃｅａｅ）细菌的模式属，广泛存在于土壤、淡水、海水中，为专
性需氧的革兰氏染色阴性无芽孢杆菌，菌体呈杆状或略弯，

（０．５～１）μｍ×（１．５～４）μｍ，该属大多数菌的适温为
３０℃，具端鞭毛，能运动，有些株产生荧光色素或（和）红、蓝、
黄、绿等水溶性色素，不发酵糖类。目前已确认数量有２９种，
其中荧光假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｌｕｏｒｏｓｃｅｎｓ）可引起草鱼赤皮
病，也可感染大鲵［１］和罗非鱼［２］等其他养殖动物，而另一种

假单胞菌属细菌恶臭假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｕｔｉｄａ）对黑
鲷［３］、大鲵［４］和鳗鲡［５］等养殖鱼类具有致病性。

常用的细菌分类鉴定方法包括对细菌形态和生理生化水

平、细胞组分水平以及蛋白质水平上进行的表型鉴定法和基

于核酸水平上的分子遗传学鉴定法两大类［６］。其中对细菌

染色体或质粒 ＤＮＡ进行分析，包括 Ｇ＋Ｃ含量测定、核酸杂
交、ＰＣＲ技术、１６ＳｒＲＮＡ序列和１６Ｓ～２３ＳｒＲＮＡ间区序列分
析、全基因组测序等核酸水平的鉴定属于分子遗传学鉴定法。

其中１６ＳｒＲＮＡ／ｒＤＮＡ序列分析技术是分子生态学领域的一

项重要技术［７－８］，目前已被广泛应用于微生物的分类、鉴定以

及微生物的群落研究，由于该技术具有方便、准确、快捷等特

点，使其在鉴定土壤样品中的细菌［９］、动物内脏及肠道中的

菌落［１０－１１］、野生菌株的归属［１２］、致病菌的快速鉴定［１３］等方

面得到了广泛应用。

本研究对分离自养殖水环境的 ４株气单胞菌属细菌
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．Ｔ３、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．Ｔ４、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．Ｔ５
和Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．Ｔ６的１６ＳｒＤＮＡ基因序列进行序列同源性
分析和系统发育分析，鉴定了其分类地位，为其进一步应用提

供科学依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株　４株假单胞菌菌株 Ｔ３、Ｔ４、Ｔ５、Ｔ６分离自养殖
水环境。

１．１．２　主要试剂　ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、ＤＮＡ提取试剂盒（ＴＯＹＯ
ＢＯ），Ｔａｑ酶（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ），溴化乙锭（ＥＢ）、ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）、
溴酚蓝、Ｔｒｉｓ碱、ＥＤＴＡ等（Ａｍｒｅｓｃｏ），琼脂糖（Ｂｉｏｗｅｓｔ），牛肉
膏、胰蛋白胨、琼脂粉（北京奥博星生物技术有限责任公司提

供），冰醋酸、ＮａＣｌ等为国产分析纯试剂。
１．２　方法
１．２．１　细菌的培养　取４℃斜面保存的菌株涂布于营养琼
脂平板，２８℃培养２４ｈ，用生理盐水洗下菌苔制成菌悬液。
１．２．２　细菌基因组 ＤＮＡ的提取　按照 ＤＮＡ提取试剂盒的
说明书提取细菌基因组 ＤＮＡ，用 １％琼脂糖凝胶电泳检测
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ＤＮＡ的质量。
１．２．３　１６ＳｒＤＮＡ基因片段的扩增　采用１６ＳｒＤＮＡ细菌通
用引物，８ｆ：５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′；１４９２ｒ：
５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′。ＰＣＲ反应条件如下：
ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（１０×，２．５μＬ）、ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ，１．５μＬ）、
ｄＮＴＰｓ（２ｍｍｏｌ／Ｌ，２．０μＬ）、上游和下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ，各
０．５μＬ）、模板 ＤＮＡ（０．３～０．４μｇ）、Ｔａｑ酶（１Ｕ／μＬ，
０．５μＬ），最后补 加灭菌 ｄｄＨ２Ｏ至 ２５μＬ。短暂离心
（８０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｓ）混匀，每管加入３０μＬ液体石蜡油覆盖于
反应混合液上，将样品置于 ＰＣＲ合成仪中按以下条件进行
ＰＣＲ扩增反应：９４℃预变性２ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５０℃退火
３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃保温８ｍｉｎ，扩增产物
置于－２０℃备用。扩增得到的产物用１．５％琼脂糖凝胶（含
溴化乙锭１ｍｇ／Ｌ）在５Ｖ／ｃｍ的电压下电泳。电泳结束后，用
凝胶成像系统照相，观察到所需产物的扩增带后，送上海生工

武汉测序部进行产物纯化和正反测序。

１．２．４　数据分析　运用 ＣｏｎｔｉｇＥｘｐｒｅｓｓ软件进行序列拼接得
到其１６ＳｒＤＮＡ基因全序列，用 ＢＬＡＳＴ软件在 ＧｅｎＢａｎｋ中搜
索相似序列，以ＭｅｇＡｌｉｇｎ软件中的ＪｏｔｕｎＨｅｉｎ、ＣｌｕｓｔａｌＶ以及
ＣｌｕｓｔａｌＷ３种方法分别比较这些序列的差异和相似度。用
ＣｌｕｓｔａｌＸ软件进行序列比对后，分别使用 Ｍｅｇａ４．０软件中的
邻接法（Ｎ－Ｊ）、最小进化法（ＭＥ）、最大简约法（ＭＰ）、非加权
组平均法（ＵＰＧＭＡ）构建系统发育树，进行 １０００次自展
（Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）检验。

２　结果与分析

２．１　ＰＣＲ产物扩增结果
利用ＤＮＡ提取试剂盒提取各菌株总 ＤＮＡ，电泳检测其

质量较高，无拖尾现象，可直接用于 ＰＣＲ反应。以１６ＳｒＤＮＡ
的通用引物（８ｆ，１４９２ｒ），扩增得到的片段大小为１５００ｂｐ左
右，与预期产物大小相符，且扩增特异性较高（图１）。

２．２　目的基因测序结果
以通用引物作为测序引物，对ＰＣＲ产物进行双向测序，所得

测序峰图中大多数碱基峰清晰，杂峰较少，测序起始后的前５０个
左右碱基峰型相对杂乱，通过ＣｏｎｔｉｇＥｘｐｒｅｓｓ软件进行杂峰修正
和正反序列的拼接，得到４株分离的假单胞菌属细菌（Ｔ３、Ｔ４、Ｔ５、
Ｔ６）的１６ＳｒＤＮＡ序列，均为１５００ｂｐ左右，见表１。
２．３　序列比对结果

以拼接后的各菌株 １６ＳｒＤＮＡ序列在 ＧｅｎＢａｎｋ中进行

ＢＬＡＳＴＡ比对，搜索同源较近的序列，从中挑选出了１０个序
列：ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｕｔｉｄａＫＦ７０３（ＡＢ１０９７７７１），Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｕ
ｔｉｄａ （ＡＹ４５６７０６１）， Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｉｃｉｄａ Ｓ２１
（ＤＱ０９５９０８１），Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．Ｎ９－１（ＥＵ１０７１７３１），
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．Ｇ５３（ＦＮ５４７４０９１），Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．２１０＿１７
（ＧＱ１９９７１９１）， Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｐｕｔｉｄａ ｓｔｒａｉｎ Ｗ３０
（ＧＱ３０３７１４１），Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．ＷＰ６（ＧＵ９７９２３０１），Ｐｓｅｕｄｏ
ｍｏｎａｓｓｐ．３－３（２０１０）（ＨＭ４８９９４６１），Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．ＹＴ３
（ＨＱ１４３５７２１）。用Ｍｅｇａｌｉｇｎ软件比较序列得到的同源性结
果如图３～图５。由图２（ＪｏｔｕｎＨｅｉｎ法）可见，菌株Ｔ３与菌株
Ｔ６序列相似度最高均为９８５％，与其他菌株序列的相似度均
在９６４％以上；菌株Ｔ４与 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．Ｎ９－１序列相似
度最高为９９１％，与其他菌株相似度均在９６７％以上；菌株
Ｔ５与Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．Ｎ９－１序列相似度最高为９９６％，与
其他菌株的序列相似度均在９７４％以上；菌株 Ｔ６与 Ｐｓｅｕｄｏ
ｍｏｎａｓｐｕｔｉｄａＫＦ７０３及菌株 Ｔ５序列相似度最高为９９１％，与
其他菌株序列相似度均在９７９％以上。由图３（ＣｌｕｓｔａｌＶ法）
可见，菌株Ｔ３与 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．Ｎ９－１序列相似度最高为
９７０％，菌株 Ｔ４与 ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｉｃｉｄａＳ２１、Ｐｓｅｕｄｏ
ｍｏｎａｓｓｐ．Ｎ９－１及菌株 Ｔ５序列相似度最高为９７７％，菌株
Ｔ５与 ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｉｃｉｄａＳ２１序列相似度最高为
９８９％，菌株Ｔ６与菌株 Ｔ５序列相似度最高为９７２％。由图
４（ＣｌｕｓｔａｌＷ法）可见，菌株Ｔ３与Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．Ｎ９－１序列
相似度最高均为９７７％，菌株 Ｔ４与Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｉｃｉ
ｄａＳ２１序列相似度最高为 ９９３％，菌株 Ｔ５与 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｉｃｉｄａＳ２１序列相似度最高为 ９９６％，菌株 Ｔ６ 与
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．Ｎ９－１序列相似度最高为９７９％。
２．４　构建系统发育树

采用Ｍｅｇａ４．０软件以４种方法构建的系统发育树基本相
似（图５至图８）。其中，从以Ｎ－Ｊ法（图５）、ＭＥ法（图６）和
ＵＰＧＭＡ法（图８）构建的系统发育树可见，菌株 Ｔ３与 Ｐｓｅｕｄｏ
ｍｏｎａｓｓｐ．Ｇ５３、ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｕｔｉｄａｓｔｒａｉｎＷ３０以及 Ｐｓｅｕｄｏ
ｍｏｎａｓｓｐ．ＹＴ３聚为一支，菌株 Ｔ４ 与 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｕｔｉｄａ、
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．Ｎ９－１以及 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．ＷＰ６聚为一分
支，菌株Ｔ５与Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．３－３（２０１０）以及 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｓｐ．２１０＿１７聚为一分支，菌株 Ｔ６与 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｉｃｉ
ｄａＳ２１以及ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｕｔｉｄａＫＦ７０３聚为一分支；由ＭＰ法
构建系统发育树可见（图７），菌株Ｔ３与 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．Ｇ５３
亲缘关系最近，菌株Ｔ４与Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．Ｎ９－１以及Ｐｓｅｕｄｏ
ｍｏｎａｓｓｐ．ＷＰ６亲缘关系最近，菌株Ｔ５与Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．３－
３（２０１０）亲缘关系最近，菌株 Ｔ６与 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｉｃｉｄａ
Ｓ２１以及ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｕｔｉｄａＫＦ７０３亲缘关系最近。４种方法
构建的系统发育树基本一致，可初步确立４株菌株的分类地
位：Ｔ３与 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．Ｇ５３亲缘关系最近，Ｔ４与 Ｐｓｅｕｄｏ
ｍｏｎａｓｓｐ．Ｎ９－１以及Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．ＷＰ６亲缘关系最近，Ｔ５
与Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．３－３（２０１０）亲缘关系最近，Ｔ６与 Ｐｓｅｕｄｏ
ｍｏｎａｓｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｉｃｉｄａＳ２１亲缘关系最近。

３　讨论

现已有较多的研究发现应用１６ＳｒＤＮＡ基因作为细菌分
类的分子标记时对细菌的分类等级的划分是采用相似性程度

—２３— 江苏农业科学　２０１３年第４１卷第６期



表１　４株假单胞菌属细菌１６ＳｒＤＮＡ序列

菌株 序列

Ｔ３ ＧＧＧＧＡＧＧＧＣＧＧＣＡＧＣＴＡＣＡＣＡＴＧＣＡＧＴＣＧＡＧＣＧＧＡＴＧＡＧＡＡＡＡＧＣＴＴＧＣＴＣＴＴＣＧＡＴＴＣＡＧＣＧＧＣＧＧＡＣＧＧＧＴＧＡＧＴＡＡＴＧＣＣＴＡＧＧ
ＡＡＴＣＴＧＣＣＴＧＧＴＡＧＴＧＧＧＧＧＡＣＡＡＣＧＴＴＴＣＧＡＡＡＧＧＡＡＣＧＣＴＡＡＴＡＣＣＧＣＡＴＡＣＧＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＡＡＡＧＣＡＧＧＧＧＡＣＣＴＴＣＧＧＧＣＣ
ＴＴＧＣＧＣＴＡＴＣＡＧＡＴＧＡＧＣＣＴＡＧＧＴＣＧＧＡＴＴＡＧＣＴＡＧＴＴＧＧＴＧＡＧＧＴＡＡＴＧＧＣＴＣＡＣＣＡＡＧＧＣＧＡＣＧＡＴＣＣＧＴＡＡＣＴＧＧＴＣＴＧＡＧＡＧＧＡ
ＴＧＡＴＣＡＧＴＣＡＣＡＣＴＧＧＡＡＣＴＧＡＧＡＣＡＣＧＧＴＣＣＡＧＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧＴＧＧＧＧＡＡＴＡＴＴＧＧＡＣＡＡＴＧＧＧＣＧＡＡＡＧＣＣＴＧＡＴ
ＣＣＡＧＣＣＡＴＧＣＣＧＣＧＴＧＴＧＴＧＡＡＧＡＡＧＧＴＣＴＴＣＧＧＡＴＴＧＴＡＡＡＧＣＡＣＴＴＴＡＡＧＴＴＧＧＧＡＧＧＡＡＧＧＧＣＡＴＴＡＡＣＣＴＡＡＴＡＣＧＴＴＡＧＴＧＴＴ
ＴＴＧＡＣＧＴＴＡＣＣＧＡＣＡＧＡＡＴＡＡＧＣＡＣＹＧＧＣＴＡＡＣＴＣＴＧＴＧＣＣＡＧＣＡＧＣＣＧＣＧＧＴＡＡＴＡＣＡＧＡＧＧＧＴＧＣＡＡＧＣＧＴＴＡＡＴＣＧＧＡＡＴＴＡＣＴＧ
ＧＧＣＧＴＡＡＡＧＣＧＣＧＣＧＴＡＧＧＴＧＧＴＴＴＧＴＴＡＡＧＴＴＧＧＡＴＧＴＧＡＡＡＧＣＣＣＣＧＧＧＣＴＣＡＡＣＣＴＧＧＧＡＡＣＴＧＣＡＴＣＣＡＡＡＡＣＴＧＧＣＡＡＧＣＴＡＧ
ＡＧＴＡＣＧＧＴＡＧＡＧＧＧＴＧＧＴＧＧＡＡＴＴＴＣＣＴＧＴＧＴＡＧＣＧＧＴＧＡＡＡＴＧＣＧＴＡＧＡＴＡＴＡＧＧＡＡＧＧＡＡＣＡＣＣＡＧＴＧＧＣＧＡＡＧＧＣＧＡＣＣＡＣＣＴＧ
ＧＡＣＴＧＡＴＡＣＴＧＡＣＡＣＴＧＡＧＧＴＧＣＧＡＡＡＧＣＧＴＧＧＧＧＡＧＣＡＡＡＣＡＧＧＡＴＴＡＧＡＴＡＣＣＣＴＧＧＴＡＧＴＣＣＡＣＧＣＣＧＴＡＡＡＣＧＡＴＧＴＣＡＡＣＴＡ
ＧＣＣＧＴＴＧＧＡＡＴＣＣＴＴＧＡＧＡＴＴＴＴＡＧＴＧＧＣＧＣＡＧＣＴＡＡＣＧＣＡＴＴＡＡＧＴＴＧＡＣＣＧＣＣＴＧＧＧＧＡＧＴＡＣＧＧＣＣＧＣＡＡＧＧＴＴＡＡＡＡＣＴＣＡＡＡＴ
ＧＡＡＴＴＧＡＣＧＧＧＧＧＣＣＣＧＣＡＣＡＡＧＣＧＧＴＧＧＡＧＣＡＴＧＴＧＧＴＴＴＡＡＴＴＣＧＡＡＧＣＡＡＣＧＣＧＡＧＡＡＣＣＴＴＡＣＣＡＧＧＣＣＴＴＧＡＣＡＴＧＣＡＧＡＧＡ
ＡＣＴＴＴＣＣＡＧＡＧＡＴＧＧＡＴＴＧＧＴＧＣＣＴＴＣＧＧＧＡＡＣＴＣＴＧＡＣＡＣＡＧＧＴＧＣＴＧＣＡＴＧＧＣＴＧＴＣＧＴＣＡＧＣＴＣＧＴＧＴＣＧＴＧＡＧＡＴＧＴＴＧＧＧＴＴＡＡ
ＧＴＣＣＣＧＴＡＡＣＧＡＧＣＧＣＡＡＣＣＣＴＴＧＴＣＣＴＴＡＧＴＴＡＣＣＡＧＣＡＣＧＴＡＡＴＧＧＴＧＧＧＣＡＣＴＣＴＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＣＣＧＧＴＧＡＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＧＡＡ
ＧＧＴＧＧＧＧＡＴＧＡＣＧＴＣＡＡＧＴＣＡＴＣＡＴＧＧＣＣＣＴＴＡＣＧＧＣＣＴＧＧＧＣＴＡＣＡＣＡＣＧＴＧＣＴＡＣＡＡＴＧＧＴＣＧＧＴＡＣＡＧＡＧＧＧＴＴＧＣＣＡＡＧＣＣＧＣＧ
ＡＧＧＴＧＧＡＧＣＴＡＡＴＣＴＣＡＣＡＡＡＡＣＣＧＡＴＣＧＴＡＧＴＣＣＧＧＡＴＣＧＣＡＧＴＣＴＧＣＡＡＣＴＣＧＡＣＴＧＣＧＴＧＡＡＧＴＣＧＧＡＡＴＣＧＣＴＡＧＴＡＡＴＣＧＣＧＡ
ＡＴＣＡＧＡＡＴＧＴＣＧＣＧＧＴＧＡＡＴＡＣＧＴＴＣＣＣＧＧＧＣＣＴＴＧＴＡＣＡＣＡＣＣＧＣＣＣＧＴＣＡＣＡＣＣＡＴＧＧＧＡＧＴＧＧＧＴＴＧＣＡＣＣＡＧＡＡＧＴＡＧＣＴＡＡＧＧ
ＡＴＧＣＴＡＴＡＣＡＣＣＴＣＴＧＧＧＡＣＧＡＧＣＴＧＴＡＣＧＣＡＧＧＣＧＣＣＧＡＴＴＴＡＧＣＴＧＧＴＣ

Ｔ４ ＴＡＣＣＧＴＡＡＴＡＡＧＧＴＧＡＣＴＡＣＡＣＡＴＧＣＡＧＴＣＧＡＧＣＧＧＡＴＧＡＣＧＧＡＧＡＧＣＴＴＧＣＴＣＣＴＴＧＡＴＴＣＡＧＣＧＧＣＧＧＡＣＧＧＧＴＧＡＧＴＡＡＴＧＣＣＴＡ
ＧＧＡＡＴＣＴＧＣＣＴＧＧＴＡＧＴＧＧＧＧＧＡＣＡＡＣＧＴＴＴＣＧＡＡＡＧＧＡＡＣＧＣＴＡＡＴＡＣＣＧＣＡＴＡＣＧＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＡＡＡＧＣＡＧＧＧＧＡＣＣＴＴＣＧＧＧ
ＣＣＴＴＧＣＧＣＴＡＴＣＡＧＡＴＧＡＧＣＣＴＡＧＧＴＣＧＧＡＴＴＡＧＣＴＡＧＴＴＧＧＴＧＧＧＧＴＡＡＴＧＧＣＴＣＡＣＣＡＡＧＧＣＧＡＣＧＡＴＣＣＧＴＡＡＣＴＧＧＴＣＴＧＡＧＡＧ
ＧＡＴＧＡＴＣＡＧＴＣＡＣＡＣＴＧＧＡＡＣＴＧＡＧＡＣＡＣＧＧＴＣＣＡＧＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧＴＧＧＧＧＡＡＴＡＴＴＧＧＡＣＡＡＴＧＧＧＣＧＡＡＡＧＣＣＴＧ
ＡＴＣＣＡＧＣＣＡＴＧＣＣＧＣＧＴＧＴＧＴＧＡＡＧＡＡＧＧＴＣＴＴＣＧＧＡＴＴＧＴＡＡＡＧＣＡＣＴＴＴＡＡＧＴＴＧＧＧＡＧＧＡＡＧＧＧＣＡＧＴＡＡＧＴＴＡＡＴＡＣＣＴＴＧＣＴＧ
ＴＴＴＴＧＡＣＧＴＴＡＣＣＧＡＣＡＧＡＡＴＡＡＧＣＡＣＣＧＧＣＴＡＡＣＴＣＴＧＴＧＣＣＡＧＣＡＧＣＣＧＣＧＧＴＡＡＴＡＣＡＧＡＧＧＧＴＧＣＡＡＧＣＧＴＴＡＡＴＣＧＧＡＡＴＴＡＣ
ＴＧＧＧＣＧＴＡＡＡＧＣＧＣＧＣＧＴＡＧＧＴＧＧＴＴＴＧＴＴＡＡＧＴＴＧＧＡＴＧＴＧＡＡＡＧＣＣＣＣＧＧＧＣＴＣＡＡＣＣＴＧＧＧＡＡＣＴＧＣＡＴＣＣＡＡＡＡＣＴＧＧＣＡＡＧＣＴ
ＡＧＡＧＴＡＣＧＧＴＡＧＡＧＧＧＴＧＧＴＧＧＡＡＴＴＴＣＣＴＧＴＧＴＡＧＣＧＧＴＧＡＡＡＴＧＣＧＴＡＧＡＴＡＴＡＧＧＡＡＧＧＡＡＣＡＣＣＡＧＴＧＧＣＧＡＡＧＧＣＧＡＣＣＡＣＣ
ＴＧＧＡＣＴＧＡＴＡＣＴＧＡＣＡＣＴＧＡＧＧＴＧＣＧＡＡＡＧＣＧＴＧＧＧＧＡＧＣＡＡＡＣＡＧＧＡＴＴＡＧＡＴＡＣＣＣＴＧＧＴＡＧＴＣＣＡＣＧＣＣＧＴＡＡＡＣＧＡＴＧＴＣＡＡＣ
ＴＡＧＣＣＧＴＴＧＧＡＡＴＣＣＴＴＧＡＧＡＴＴＴＴＡＧＴＧＧＣＧＣＡＧＣＴＡＡＣＧＣＡＴＴＡＡＧＴＴＧＡＣＣＧＣＣＴＧＧＧＧＡＧＴＡＣＧＧＣＣＧＣＡＡＧＧＴＴＡＡＡＡＣＴＣＡＡ
ＡＴＧＡＡＴＴＧＡＣＧＧＧＧＧＣＣＣＧＣＡＣＡＡＧＣＧＧＴＧＧＡＧＣＡＴＧＴＧＧＴＴＴＡＡＴＴＣＧＡＡＧＣＡＡＣＧＣＧＡＡＧＡＡＣＣＴＴＡＣＣＡＧＧＣＣＴＴＧＡＣＡＴＧＣＡＧ
ＡＧＡＡＣＴＴＴＣＣＡＧＡＧＡＴＧＧＡＴＴＧＧＴＧＣＣＴＴＣＧＧＧＡＡＣＴＣＴＧＡＣＡＣＡＧＧＴＧＣＴＧＣＡＴＧＧＣＴＧＴＣＧＴＣＡＧＣＴＣＧＴＧＴＣＧＴＧＡＧＡＴＧＴＴＧＧＧ
ＴＴＡＡＧＴＣＣＣＧＴＡＡＣＧＡＧＣＧＣＡＡＣＣＣＴＴＧＴＣＣＴＴＡＧＴＴＡＣＣＡＧＣＡＣＧＴＴＡＴＧＧＴＧＧＧＣＡＣＴＣＴＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＣＣＧＧＴＧＡＣＡＡＡＣＣＧＧＡ
ＧＧＡＡＧＧＴＧＧＧＧＡＴＧＡＣＧＴＣＡＡＧＴＣＡＴＣＡＴＧＧＣＣＣＴＴＡＣＧＧＣＣＴＧＧＧＣＴＡＣＡＣＡＣＧＴＧＣＴＡＣＡＡＴＧＧＴＣＧＧＴＡＣＡＧＡＧＧＧＴＴＧＣＣＡＡＧＣ
ＣＧＣＧＡＧＧＴＧＧＡＧＣＴＡＡＴＣＴＣＡＣＡＡＡＡＣＣＧＡＴＣＧＴＡＧＴＣＣＧＧＡＴＣＧＣＡＧＴＣＴＧＣＡＡＣＴＣＧＡＣＴＧＣＧＴＧＡＡＧＴＣＧＧＡＡＴＣＧＣＴＡＧＴＡＡＴＣ
ＧＣＧＡＡＴＣＡＧＡＡＴＧＴＣＧＣＧＧＴＧＡＡＴＡＣＧＴＴＣＣＣＧＧＧＣＣＴＴＧＴＡＣＡＣＡＣＣＧＣＣＣＧＴＣＡＣＡＣＣＡＴＧＧＧＡＧＴＧＧＧＴＴＧＣＡＣＣＡＧＡＡＧＴＡＧＣＴ
ＴＡＧＴＣＴＡＡＣＣＴＴＣＧＧＧＡＧＧＡＣＧＧＴＣＡＣＡＧＡＧＣＴＧＡＧＡＡＧＧＡＧＧＧＧＡ
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作为标准的，在细菌鉴定中针对不同的对象选择合适的区域

作为分子标记，可用于区分不同的分类等级。本研究中菌株

１６ＳｒＤＮＡ的扩增、测序采用的是８ｓ和１４９２ｒ细菌通用引

物，而其他菌株在扩增和测序时所采用的引物可能不尽相同，

造成相应序列长度的差异，本研究数据分析中采用的是原始

序列长度，未进行序列的人工切除，可能影响到序列比对的结
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果，在比对的序列中相似度 １００％的两对序列较少。因此，
１６ＳｒＤＮＡ基因作为细菌分类的分子标记时，针对不同的研究
对象应选择不同的相似性程度划分标准［１４］。本研究采用３
种方法对分离株与 ＢＬＡＳＴ查找的同源序列进行了序列相似
性的比对，结果表明３种方法得到的相似性最高序列及相似
度有一定的差异，如采用ＪｏｔｕｎＨｅｉｎ法进行序列相似度比较，
菌株Ｔ３与Ｔ６序列相似度最高为９８．５％，采用ＣｌｕｓｔａｌＶ法比
较可见菌株Ｔ３与 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．Ｎ９－１序列相似度最高为
９７．０％，而采用 ＣｌｕｓｔａｌＷ法的结果为，菌株 Ｔ３与 Ｐｓｅｕｄｏ
ｍｏｎａｓｓｐ．Ｎ９－１序列相似度最高均为９７．７％。另３种假单
胞菌属细菌与同源序列的相似度按３种比对方法的结果也不
尽相同。分析为这 ３种序列排列方法有所不同而致，Ｊｏｔｕｎ
Ｈｅｉｎ法是根据已有的系统调整相关的序列进行比对，而其他
２种方法不需要这个假设，ＣｌｕｓｔａｌＷ较ＣｌｕｓｔａｌＶ更进步，提供
更准确的高度分化序列比对。因此，在本研究中运用 Ｊｏｔｕｎ
Ｈｅｉｎ法得出的序列相似性较其他２种方法稍高，而 ＣｌｕｓｔａｌＶ
和ＣｌｕｓｔａｌＷ两种方法的相似度最高序列相同而相似度有
差别。

对ＤＮＡ序列进行系统发育分析的３个主要步骤是比对、
建立取代模型和进化树、ｆ进化树评估。目前建树方法常用
的有３类，分别是距离法、最大简约法（ｍａｘｉｍｕｍｐａｒｓｉｍｏｎ，
ＭＰ）和最大似然法（ｍａｘｉｍｕｍｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ，ＭＬ）。其中距离建树
法（包括最小进化法和邻接法等）考察数据组中所有序列的

两两比对结果，通过序列两两之间的差异决定进化树的拓扑

结构和树枝长度；最大简约法考察数据组中序列的多重比对

结果，优化出的进化树能够利用最少的离散步骤去解释多重

比对中的碱基差异；最大似然法考察数据组中序列的多重比

对结果，优化出拥有一定拓扑结构和树枝长度的进化树，这个

进化树能够以最大的概率导致考察的多重比对结果。这３种

建树方法由于各自的局限性均可能导致系统误差的产生，为

了尽量避免误差的影响，本研究中同时采用了３类方法，通过
比较它们所构建的系统进化树，来综合分析系统发生关系。

除ＭＰ法外，其他３种方法建立的系统发育树基本一致，而
ＭＰ法分析的分离株与相似序列的最近亲缘关系与其他３种
方法也基本一致，可见本研究所构建的系统发育树是可信的，

各分离菌株的最近亲缘关系菌株也是可信的。

用１６ＳｒＲＮＡ测序技术鉴定细菌与其他细菌鉴定方法比
较，具有高效、准确、简便、特异性强的优点。随着基因组学的

迅猛发展，细菌１６ＳｒＲＮＡ间隔区序列数据库不断扩大，运用
１６ＳｒＲＮＡ序列分析技术对微生物进行分类鉴定，确定微生物
在进化中的位置，已成为微生物分类学中最重要的方法。本

研究运用这种方法对几株假单胞菌进行了鉴定，采用

１６ＳｒＤＮＡ序列分析并结合传统的细菌表型特征以及革兰氏
染色反应，以确定假单胞菌属细菌的系统发育学地位和基本

特性，以便鉴定其分类地位，为进一步应用提供科学依据。
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