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　　摘要：从池塘中分离、纯化了１株具有极强溶血活性的革兰氏阴性杆菌ＢＢ２，在ＴＳＡ培养基上菌落呈灰色、半透明
圆形，经１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析确定为色杆菌属，但无法确定到种；进一步全基因组测序结果表明，该菌株与
ＧｅｎＢａｎｋ中唯一的１株稻根色杆菌基因组同源性最高，但生物学特性又不一致。文献逆索发现其命名为稻根色杆菌
主要是由于其分离于水稻根部，这对分类造成了困惑。最终依据细菌形态特征、生理生化特性、１６ＳｒＲＮＡ和全基因组
序列分析及文献分析等综合信息，确定分离菌ＢＢ２为溶血色杆菌，这提醒研究者们在细菌鉴定时应谨慎使用ＧｅｎＢａｎｋ
数据序列数据，一定要对相关参考文献进行全面认真研读，获取必要的证据，为最终分类提供科学依据。本研究也为

进一步研究该分离株的生物学特性和应用提供了参考和基础。
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　　溶血色杆菌，属于色杆菌属（Ｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ），
革兰氏染色阴性，可以在多种类型的琼脂平板上生

长（羊血琼脂、巧克力平板培养基、胰酪大豆胨琼脂

培养基、木炭酵母提取物培养基），菌落呈灰色、圆

形。在血琼脂平板上呈现出大约５ｍｍ的明显溶血
区［１－３］。目前，色杆菌属共有１４个成员，分别是稻
根色杆菌［４］、链烷烃色杆菌［５］、亚马逊色杆菌 ［６］、水

生色杆菌 ［７］、氟色杆菌［８］、紫色色杆菌 ［９］、鱼腥草

色杆菌 ［９］、伪紫色色杆菌［９］、溶血色杆菌 ［１］、沼泽

色杆菌 ［１０］、睑炎色杆菌 ［１０］、痘苗色杆菌 ［１１］、球形

色杆菌 ［１１］和枯草色杆菌 ［１２］。其中，紫色色杆菌和

溶血色杆菌因可以引起哺乳动物感染而受到重

视［１，１３－１４］。由于溶血色杆菌的一些分离株能够感

染人类，引起坏死性筋膜炎［１］、直肠结肠炎［１５］和肺

炎［３］，故有必要对该菌进行更深入的研究。溶血色

杆菌对β－内酰胺类抗生素有较大的耐药性［１，１５］。

有报道称，温带地区的河水是人感染溶血色杆菌的

主要来源［２］。

１６ＳｒＲＮＡ基因因其保守性和稳定性，成为微生
物分类鉴定中的重要分子标记［１６］，但这种方法在区

分相似性很高的菌种时有局限性，全基因组分析的

方法或许可以克服这一缺点［１７－１８］，高通量测序技术

的发展为微生物分类提供了新的方法和思路。平

均核苷酸同源性方法具有方便、错误率低、分辨率

高的特点，该方法通过计算２个基因组之间同源基
因的相似性，认为ＡＮＩ值接近或高于９５％属于同一
菌种［１９］。同时，有研究表明，ＡＮＩ与 ＤＤＨ（一般认
为ＤＤＨ值接近或高于７０％属于同一菌种）具有较
好的一致性。然而，由于成本等问题基因序列库中

全基因组数据比较少，可能会由于比对时数据缺少

而造成分类错误。

本研究从池塘水样中分离出１株溶血活性很强
的细菌，确定为色杆菌属，但在确定其种时却因为

数据、文献问题造成了困惑，最终综合其１６ＳｒＲＮＡ
序列、全基因组序列、生物学特性和文献综合分析，

确定为溶血色杆菌，现报告如下。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　主要仪器　生物安全柜购自 Ｔｈｅｒｍｏ公司；
电子天平购自上海精密仪器仪表有限公司；奥林巴

斯显微镜购自日本奥林巴斯公司；高压灭菌锅购自
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Ｔｏｍｙ公司；ＰＣＲ仪２７２０购自美国ＡＢＩ公司；电泳仪
和凝胶成像系统购自美国伯乐公司。

１．１．２　主要试剂　血平板购自江门市凯林贸易有
限公司；ＴＳＡ琼脂购自青岛海博生物技术有限公司；
１６ｓｒＤＮＡＢａｃｔｅｒｉａｌＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎＰＣＲＫｉｔ购自宝生
物工程（大连）有限公司。

１．２　细菌分离、纯化、１６ＳｒＲＮＡ基因扩增
２０１９年８月，采集扬州大学文汇路校区农学大

楼和兽医学院大楼中间池塘内的水样，４０００ｒ／ｍｉｎ
离心后取上清液，接种于含有 １０％血清的血平板
中，于３７℃条件下培养２４ｈ。挑取单个菌落，接种
血平板、ＴＳＡ等进行菌落特性研究，连续纯化３代，
对单个菌落进行革兰氏染色、镜检，扩增１６ＳｒＲＮＡ
基因，送往擎科生物技术公司测序。

１．３　１６ＳｒＲＮＡ基因序列比对
基于 ＥＺＢｉｏＣｌｏｕｄ１６Ｓ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．

ｅｚｂｉｏｃｌｏｕｄ．ｎｅｔ／），对细菌进行 １６ＳｒＲＮＡ基因比对，
使用ＭＥＧＡ－Ｘ软件，构建 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ系统
进化树进行遗传进化分析。

１．４　基因组ＤＮＡ的提取
挑取单个菌落，提取高质量基因组 ＤＮＡ，利用

Ｎａｎｏｄｒｏｐ、Ｑｕｉｂｉｔ和 ０．３５％ 琼脂糖凝胶电泳验证
后，送武汉贝纳科技服务公司测序。

１．５　基因组测序和组装
对Ｎａｎｏｐｏｒｅ测序仪测得的原始数据进行过滤，

去除接头、短片段及低质量数据。使用 ｕｎｉｃｙｃｌｅｒ
（０．４．８）［２０］软件对过滤后的 ｒｅａｄｓ进行组装。使用
ｂｗａ［２１］软件将二代测序 ｉｌｌｕｍｉｎａ短序列比对到拼接
完成的基因组上，使用ｍｉｎｉｍａｐ２将３代测序的长序
列比对到拼接完成的基因组上，使用 ｓａｍｔｏｏｌｓｄｅｐｔｈ
工具，以２０００ｂｐ为一滑窗在基因组上滑动，统计平
均测序深度。通过 Ｐｒｏｋｋａ软件对组装后的基因组
进行编码基因预测。利用预测得到的基因组信息，

如基因组测序深度、ＧＣ分布及基因组结构注释进
行整合，用Ｒ包ｃｉｒｃｌｉｚｅ绘制基因组圈图。将全基因
组序列信息上传 ＮＣＢＩ数据库，ＧｅｎＢａｎｋ登录号
为ＣＰ０６１８４９。
１．６　基因组成分初步分析

通过ＰＨＡＳＴ软件来预测前噬菌体基因［２２］；通

过ＲｅｐｅａｔＭａｓｋｅｒ软件对基因组进行重复序列预
测［２３］；通过 ＩｓｌａｎｄＶｉｅｗ４网站预测基因组中存在的
基因岛［２４］。

１．７　抗性基因预测
通 过 Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

Ｄａｔａｂａｓｅ（ＣＡＲＤ）［２５］数据库对细菌的抗性基因进行
筛查，获得基因的抗性类型、抗性谱等详细信息，预

测细菌的耐药基因。

１．８　比较基因组分析
１．８．１　全基因组序列比较及共线性分析　从
ＧｅｎＢａｎｋ数据库中查找色杆菌属可获得全基因组序
列的菌株，包括稻根色杆菌（Ｃ．ｒｈｉｚｏｒｙｚａｅＪＰ２－
７４）、溶血色杆菌（Ｃ．ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｍＣＨ０６－ＢＬ）、紫
色色杆菌（Ｃ．ｖｉｏｌａｃｅｕｍＡＴＣＣ１２４７２）、痘苗色杆菌
（Ｃ．ｖａｃｃｉｎｉａ２１－１）的基因组信息，与分离菌的基因
组序列直接进行比较分析，统计基因组基本特征，

计算平均核苷酸同源性（ＡＮＩ）及 ＤＮＡ－ＤＮＡ杂交
值（ＤＤＨ）。采用Ｍａｕｖｅ软件，构建参考菌株和分离
菌的全基因组序列共线性比对［２６］。

１．８．２　基因家族比较分析　利用 ＯｒｔｈｏＶｅｎｎ２在线
工具［２７］（ｈｔｔｐｓ：／／ｏｒｔｈｏｖｅｎｎ２．ｂｉｏｉｎｆｏｔｏｏｌｋｉｔｓ．ｎｅｔ／）对
分离菌和“１．８．１”节所选参考菌株的蛋白序列进行
直系同源聚类分析（参数：ｅ－ｖａｌｕｅ≤１×１０－５，
Ｉｎｆｌａｔｉｏｎｖａｌｕｅ≤１．５）。

２　结果与分析

２．１　细菌分离、纯化和１６ＳｒＲＮＡ基因扩增
从池塘水样中划线分离培养出不同菌落形态

的多种细菌，其中有１种细菌在 ＴＳＡ培养基上呈灰
色、半透明的圆形菌落（图１），多次纯化后，该菌可
以在血琼脂平板上产生非常明显的溶血环（图２），
符合溶血色杆菌的形态学特点和溶血特性。１６Ｓ
ｒＲＮＡ基因扩增成功。

２．２　１６ＳｒＲＮＡ基因序列比对结果
通过扩增细菌的１６ＳｒＲＮＡ基因并测序得到其

序列，进行ＢＬＡＳＴ比对，结果表明为色杆菌属，下载
相关的１６ＳｒＲＮＡ基因进行比对分析，结果发现该细
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菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基 因 序 列 与 Ｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｍ ＭＤＡ０５８５、Ｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｒｈｉｚｏｒｙｚａｅ
ＬＡＭ１１８８、ＣｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒｉｕｍａｌｋａｎｉｖｏｒａｎｓＩＩＴＲ－７１、
ＣｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒｉｕｍａｑｕａｔｉｃｕｍＣＣ－ＳＥＹＡ－１较为接
近，相似度分别为 ９９．３８％、９９．３０％、９９．０９％、
９８５６％。将分离到的细菌命名为ＢＢ２，遗传进化树
见图３。
２．３　测序结果统计并绘制基因组圈图

高通量测序仪测序得到５６３５１２３条序列，过滤
后得到５６２５３６７条序列，二代测序平均测序深度为
３２１．３５Ｘ，三代测序平均测序深度约为１５４．４１Ｘ。
过滤后细菌基因组总长度为５２３０６５０，ＧＣ含量为
６３．０９％，基因组中重复序列含量极少，总长为
５９９５１ｂｐ，占基因组序列全长的１．１５％。经预测，
细菌基因组含有４８５９个编码基因，４６９０个 ＣＤＳ，
８７个ｔＲＮＡ，２５个ｒＲＮＡ，１个ｔｍＲＮＡ，绘制基因组圈
如图４所示。
２．４　基因组成分初步分析
２．４．１　前噬菌体分析　ＰＨＡＳＴＥＲ预测结果显示，
分离菌中含有５个完整的前噬菌体，分离菌作为溶
源性细菌，与病原菌共同培养时，前噬菌体可能会

从宿主染色体上切割下来，大量复制，成为成熟的

噬菌体，通过噬菌体的传染，导致病原菌裂解、死

亡。分离菌还含有４个非完整的前噬菌体，分别含
有１９、１２、２０、１４个 ＣＤＳ，可能是在此发生了基因突
变，导致产生了非完整的前噬菌体。此外，分离菌

还存在１个有争议的前噬菌体，含有２１个ＣＤＳ。具
体情况见表１。
２．４．２　基因岛预测　基因岛通常被认为通过水平
转移获得，这些区域常包含抗生素抗性及毒力相关

基因。基因岛预测对细菌的进化分析，以及在进化

过程中可能获得的特异功能的研究有重要意义。

分离菌的全基因组中共预测到了 ３７个基因岛，其

中，ＩｓｌａｎｄＰａｔｈ－ＤＩＭＯＤ方法预测到 １５个基因岛，
ＳＩＧＩ－ＨＭＭ方法预测到１６个基因岛，ＩｓｌａｎｄＰｉｃｋ方
法预测到６个基因岛，这些基因岛可能对细菌适应
不同的环境和抗生素耐药性有重要作用。预测结

果见图５。
２．５　抗性基因预测结果

根据ＣＡＲＤ抗性基因数据库预测结果，该菌株
含有ａｄｅＦ外排泵和抗生素靶点改变机制（抗磺胺类
药物）。

２．６　比较基因组分析
２．６．１　全基因组序列比较分析　由表２可见，分离
菌的基因组大小和ＧＣ含量与 Ｃ．ｒｈｉｚｏｒｙｚａｅＪＰ２－７４
和Ｃ．ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｍＣＨ０６－Ｂ较为接近，Ｃ．ｖｉｏｌａｃｅｕｍ
ＡＴＣＣ１２４７２与其他菌株基因组基本特征差异较大。
一般认为 ＡＮＩ值接近或高于 ９５％划分为同一菌
种［１６］，令人惊讶的是，按照此标准，分离菌和 Ｃ．
ｒｈｉｚｏｒｙｚａｅＪＰ２－７４及 Ｃ．ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｍＣＨ０６－ＢＬ均
属于同一菌种，而和Ｃ．ｖｉｏｌａｃｅｕｍＡＴＣＣ１２４７２及Ｃ．
ｖａｃｃｉｎｉａ２１－１显然不属于同一菌种。ＤＤＨ预测值
认为物种边界的阈值为７０％左右，高于７０％被认为
属于同一菌种［１９］，ＤＤＨ值预测结果与 ＡＮＩ值的结
果具有一致性。

　　通过共线性分析可以进一步识别菌种全基因
组的一致性和变异性，体现基因组的共同起源。分

离菌与４株参考菌株的共线性分析结果见图６。由
图 ６可见，分离菌与 Ｃ．ｒｈｉｚｏｒｙｚａｅＪＰ２－７４、Ｃ．
ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｍＣＨ０６－ＢＬ存在大量同源性区域，但也
存在缺失、插入和重排区域，与 Ｃ．ｖｉｏｌａｃｅｕｍＡＴＣＣ
１２４７２、Ｃ．ｖａｃｃｉｎｉａ２１－１差异较大。
２．６．２　直系同源聚类分析　ＯｒｔｈｏＶｅｎｎ２直系同源
聚类分析结果显示，共得到５３２４个基因簇，２４６２
个同源基因簇（至少包含２个物种）以及２８６２个单
拷贝基因簇。由图７可以看出，５株菌的共有基因
簇（核心基因簇）有２８９８个，分离菌和Ｃ．ｒｈｉｚｏｒｙｚａｅ
ＪＰ２－７４及Ｃ．ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｍＣＨ０６－ＢＬ的共有基因
簇较多，和 Ｃ．ｖａｃｃｉｎｉａ２１－１的共有基因簇较少。
相似矩阵热图（图８）也显示，分离菌和Ｃ．ｒｈｉｚｏｒｙｚａｅ
ＪＰ２－７４及Ｃ．ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｍＣＨ０６－ＢＬ具有较高的
聚类。

　　以上结果均表明全基因组分类方法可以区分
溶血色杆菌、紫色色杆菌和痘苗色杆菌。虽然溶血

色杆菌和稻根色杆菌在基因组的组成上极为相似，

单靠全基因组测序分析方法仍无法做出判断，但是

—４４— 江苏农业科学　２０２２年第５０卷第１２期



—５４—江苏农业科学　２０２２年第５０卷第１２期



表１　分离菌基因组前噬菌体预测

编号 完整性 起始位点 结束位点
编码基因数量

（个）

ＧＣ含量
（％）

１ 完整 １４８８４５４ １５０９９５６ ２８ ６２．４３

２ 完整 ３４９９７４８ ３５３４７１４ ４７ ６１．６３

３ 完整 ３７４７１６０ ３７７４７１０ ３５ ６３．１０

４ 完整 ４０３１３８２ ４０６２４４１ ３８ ６２．８７

５ 完整 ４９２４４３５ ４９５１９０７ ３０ ６２．６５

６ 存在争议 ２３０６２７９ ２３２４０５１ ２１ ５９．７５

７ 非完整 ２２８２１５３ ２３０４３８０ １９ ５８．２５

８ 非完整 ３７０３３３２ ３７１５３４３ １２ ５５．４３

９ 非完整 ４００３５６８ ４０４３６３５ ２０ ６１．９２

１０ 非完整 ４８２３６６５ ４８３５２６３ １４ ６０．９９

由于稻根色杆菌目前仅有从水稻根部分离出的报

道［４］，且基因库中相关的全基因组序列很少，进一

步进行文献综合分析，结合分离菌的细菌生物学特

征和极强的溶血特性，认为 ＢＢ２应该属于溶血色
杆菌。

３　讨论

通过１６ＳｒＲＮＡ基因序列和遗传关系鉴定细
菌、确定菌种已成为常用的细菌分类手段，但其分

类仅仅能够到属，无法确定到种，现在很多研究者对
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表２　分离菌与相近菌株的全基因组特征比较

菌株名称
大小

（Ｍｂ）
ＧＣ含量
（％）

编码蛋白数量

（个）

ＡＮＩ
（％）

ＤＤＨ
（％）

Ｃ．ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｍＢＢ２ ５．２３ ６２．８６ ４６９０

Ｃ．ｒｈｉｚｏｒｙｚａｅＪＰ２－７４ ５．１７ ６２．９０ ４６４０ ９９．１５ ９４．１

Ｃ．ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｍＣＨ０６－ＢＬ ５．３１ ６２．６０ ４７６７ ９８．８１ ８８．６

Ｃ．ｖｉｏｌａｃｅｕｍＡＴＣＣ１２４７２ ４．７５ ６４．８０ ４３１４ ７９．５１ ２６．７

Ｃ．ｖａｃｃｉｎｉｉ２１－１ ５．０４ ６４．３０ ４６２２ ７９．６５ ２６．０

该方法的原理并不清楚，在 ＧｅｎＢａｎｋ进行 ＢＬＡＳＴ，
同源性最高的就确认到种，这种文章现在越来越多，

但并未深究其因。然而，ＧｅｎＢａｎｋ中的数据均为测定
者上传，全面性和准确性值得商榷，且其分类依据也

是依赖于以往的基因库，这就造成了以讹传讹的后

果。１６ＳｒＲＮＡ序列作为细菌分类的依据，一般分别
以９７％和９５％作为划分一种新种和新属的依据［２８］，

２００６年划分新种的标准被提高到了９８７％［２９］，这一

标准和ＤＤＨ结果有较好的一致性［３０］。但是仅仅依

赖于１６ＳｒＲＮＡ基因序列不能够确定到种，只能作为
参考。本研究中细菌纯化后测定的序列表明分离株

ＢＢ２为色杆菌属。基于 ＥＺＢｉｏＣｌｏｕｄ１６Ｓ数据库
（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｅｚｂｉｏｃｌｏｕｄ．ｎｅｔ／）对该分离株的 １６Ｓ
ｒＲＮＡ基因进行比对以鉴定菌种，结果发现该细菌的
１６ＳｒＲＮＡ基因序列与Ｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｍ
ＭＤＡ０５８５、Ｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｒｈｉｚｏｒｙｚａｅ ＬＡＭ１１８８、
Ｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｌｋａｎｉｖｏｒａｎｓ ＩＩＴＲ － ７１、
ＣｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒｉｕｍａｑｕａｔｉｃｕｍＣＣ－ＳＥＹＡ－１较为接近，
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相 似 度 分 别 为 ９９．３８％、９９３０％、９９０９％、
９８５６％。确定分离菌属于色杆菌属，但无法确定菌
种，这也体现出了１６ＳｒＲＮＡ序列比对在区分同属
不同种细菌之间的局限性。

随后的全基因组序列测定结果与 ＧｅｎＢａｎｋ中
可获得的色杆菌属成员进行基因组比较分析，结果

显示，分 离 菌 和 唯 一 的 １株 稻 根 色 杆 菌
ＣｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｒｈｉｚｏｒｙｚａｅＬＡＭ１１８８基因组特征最
相似，遗传关系很近。但是很多参考菌株并没有测

定全基因组序列，缺少大量的序列证据，无法对其

进行种的确定，进一步回顾将稻根色杆菌确定为新

种的报道［４］，发现其依据主要是表型、ＤＮＡ－ＤＮＡ
杂交值和１６ＳｒＲＮＡ序列比对，其中，报道中用来比
较的 ２株模式菌株稻根色杆菌 Ｃ．ｒｈｉｚｏｒｙｚａｅ
ＬＡＭ１１８８和溶血色杆菌 Ｃ．ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｍＭＤＡ０５８５
１６ＳｒＲＮＡ序列相似度为９８．７％，这个值恰好是确定
细菌为新种的边界值，这说明１６ＳｒＲＮＡ序列比对
在本研究中确实不能作为鉴定菌种的证据。该报

道最终是以表型和 ＤＮＡ－ＤＮＡ杂交试验来确定菌
种的，稻根色杆菌在 ＴＳＡ培养基上呈现黄褐色，但
溶血色杆菌在 ＴＳＡ培养基上呈现灰色。本研究中
分离菌ＢＢ２在ＴＳＡ培养基上也呈现灰色，故最终确
定ＢＢ２为溶血色杆菌。

在平常的菌种鉴定过程中，依据 ＧｅｎＢａｎｋ中的
序列进行细菌分类，主要包括１６ＳｒＲＮＡ序列比对
和基因组分析方法。但在本研究中，如果仅仅依据

１６ＳｒＲＮＡ序列比对和基因组分析方法，很有可能会
得出分离菌 ＢＢ２属于稻根色杆菌的错误结论。造
成这种情况的原因可能有２点，一是稻根色杆菌和
溶血色杆菌基因组组成极其相近；二是数据库中登

记信息有误，实际上这株稻根色杆菌应是１株溶血
色杆菌。因为稻根色杆菌的模式菌株基因组序列

未见上传，且由于生物材料缺乏，也无法进行

ＤＮＡ－ＤＮＡ杂交试验验证，故具体原因仍待进一步
探究。这提醒研究者们如果完全依据 ＧｅｎＢａｎｋ上
的序列数据进行分类，不去考虑表型和生理生化特

性，会造成偏差和错误，应依据细菌形态特征、生理

生化特性、１６ＳｒＲＮＡ和全基因组等综合分类，有困
惑时一定要对相关参考文献进行全面认真研读，获

取必要的证据，做出准确判断。已知溶血色杆菌能

够感染人类，稻根色杆菌仅有１篇报道，未有感染性
报道。本研究为谨慎使用 ＧｅｎＢａｎｋ数据和文献提
供了一些证据，也为进一步研究该溶血色杆菌分离

株提供了参考和基础。
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