
中国兽药杂志 ２０１７ 年 １２ 月第 ５１ 卷第 １２ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

ｄｏｉ：１０．１１７５１ ／ ＩＳＳＮ．１００２－１２８０．２０１７．１２．０４

随机扩增多态性 ＤＮＡ 技术对绿色气球菌的相关性分析

王 羽，董文龙，张喜庆，马红霞，高云航∗

（吉林农业大学动物科学技术学院，长春 １３０１１８）
［收稿日期］ ２０１７－０３－３０　 ［文献标识码］Ａ　 ［文章编号］１００２－１２８０ （２０１７） １２－００１９－０５　 ［中图分类号］Ｓ８５５．１＋ １

［摘　 要］ 　 随着分子生物学的发展，１６Ｓ、２３Ｓ ｒＲＮＡ 以及 １６Ｓ～２３Ｓ ｒＲＮＡ 已应用于菌种鉴定。 １６Ｓ～
２３Ｓ ｒＲＮＡ 的基因间隔区相对于前两者有较高的变异性，弥补了 １６Ｓ 和 ２３Ｓ ｒＲＮＡ 保守性强，分化程

度不够的缺点。 本研究对 ７ 株绿色气球菌和两株屎肠球菌扩增 １６Ｓ ～ ２３Ｓ ｒＲＮＡ 基因间隔序列。 通

过随机扩增多态性 ＤＮＡ 技术分析绿色气球菌 ＤＮＡ，评价不同菌株间的克隆相关性及耐药性。
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ｉｎ ｓｔｒａｉｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ．Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃ ｓｐａｃｅｒ（ＩＳＲ） ｏｆ１６Ｓ～２３Ｓ ｒＲＮＡ ｈａｓ ａ ｈｉｇｈｅｒ ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｆｏｒｍｅｒ
ｔｗｏ，ｗｈｉｃｈ ｒｅｍｅｄｉｅｓ ｔｈｅ ｄｅｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒｏｎｇ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｌａｃｋ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｓ ｏｆ １６Ｓ ａｎｄ ２３Ｓ ｒＲＮＡ． Ｉｎ
ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ，ｗｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｔｈｅ ＩＳＲ ｏｆ ７ Ａｅｒｏｃｏｃｕｓ ｖｉｒｉｄｉａｎ ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ２ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃｉｕｍ ｓｔｒａｉｎｓ． Ｗｅ ａｎａｌｙｓｅｄ ｔｈｅ
ＤＮＡ ｏｆ Ａｅｒｏｃｏｃｕｓ ｖｉｒｉｄｉａｎ ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｔｈｅ ｃｌｏｎｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ ｂｙ
ｒａｎｄｏｍｌｙ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ＤＮＡ（ＲＡＰＤ）．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ａｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｖｉｒｉｄｉａｎｓ； １６Ｓ～２３Ｓ ｒＲＮＡ； ＲＡＰＤ

　 　 绿色气球菌属于条件致病菌，广泛分布于自然

界。 该菌可以在免疫力低下，开放性外伤，静脉置

留管及烧伤患者的血液、尿液、脑脊液、伤口组织液

等标本中分离出，是重要的机会致病菌［１］。 在细菌

进化过程中，ｒＲＮＡ 基因的进化相对保守，被认为是

衡量生命进化史最理想的标尺［２］。 由于 １６Ｓ 和 ２３Ｓ

基因在同一属内的不同菌株间的同源性太高，无法

区分某些种系非常接近的种和型，因此必须找到其

他种特异性序列［３］。 国外研究已经证实 １６Ｓ ～ ２３Ｓ
ｒＲＮＡ ＩＳＲ 序列的进化率要强于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的

１０ 倍［４］。 因此，１６Ｓ ～ ２３Ｓ ｒＲＮＡ ＩＳＲ 更适合区分不

同细菌的特点。 １９９０ 年，由 Ｗｉｌｌｉａｍｓ 等基于 ＰＣＲ
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技术之上首次推出了一种简单、灵敏可行的遗传标

记技术－－随机扩增多态性 ＤＮＡ［５］。 在随机扩增多

态 ＤＮＡ 中，用任意选择的核苷酸序列的引物扩增

基因组 ＤＮＡ，不同菌株的 ＲＡＰＤ 指纹可以根据

ＰＣＲ 产物的数量和大小进行比较［６］。 这些扩增的

ＤＮＡ 片段多态性反映出基因组 ＤＮＡ 相应区域的多

态性。 本研究对 ７ 株绿色气球菌及 ２ 株屎肠球菌

ＰＣＲ 扩增 １６Ｓ～２３Ｓ ｒＲＮＡ ＩＳＲ 全序列，并通过随机

扩增多态性 ＤＮＡ 技术分析绿色气球菌 ＤＮＡ，为评

价不同菌株间的克隆相关性及耐药性提供依据。
１　 材料与方法

１．１　 菌种　 ７ 株绿色气球菌及 ２ 株屎肠球菌由吉

林农业大学动物科学技术学院预防兽医学研究室

分离保存。
１．２　 主要试剂　 胰蛋白胨大豆肉汤培养基（ＴＳＢ），

购自青岛高科园海博生物技术有限公司。 胎牛血

清购自于北京元亨圣马生物技术研究所。 ＥｘＴａｑ
酶、ｄＮＴＰ、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ２０００、６×ＥｘＢｕｆｆｅｒ购自 Ｔａｋａｒａ
公司。 胶回收试剂盒购自康宁生命科学（吴江）有
限公司，细菌基因组提取试剂盒购自生工生物工程

（上海）股份有限公司。 引物由生工生物工程（上
海）股份有限公司合成。
１．３　 ＤＮＡ 提取及 ＰＣＲ 扩增　 参考 Ｓｐａｋｏｖ􀅡 Ｔ 等报

道的绿色气球菌的基因间隔区（１６Ｓ～２３Ｓ）ＩＧＳＲｅｖ－

ＩＧＳＦｏｒ 及多态性 ＥＲＩＣ １Ｒ［７］ 的引物 （表 １）。 引物

序列送上海生工生物工程股份有限公司进行合成。
挑取单个菌落接种于 ＴＳＢ 液体培养基中（含 ５％犊

牛血清），置于 ３７ ℃水平摇床（１７０ ｒ ／ ｍｉｎ）增菌培

养。 取 １．６ ｍＬ 菌液 １２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心，弃上清，按
照细菌基因组提取试剂盒说明书提取菌株 ＤＮＡ。

表 １　 引物序列及 ＰＣＲ 条件

Ｔａｂ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ＰＣＲ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ
引物 引物序列 靶基因 ＰＣＲ 条件ａ

ＩＧＳＲｅｖ ＴＡＣＴＴＡＧＡＴＧＴＴＴＣＡＧＴＴＣＣ ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃ ｓｐａｃｅｒ

ＩＧＳＦｏｒ ＴＧＧＧＧＴＧＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧＴＡ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｒＤＮＡ
１

ＥＲＩＣ １Ｒ ＡＴＧＴＡＡＧＣＴＣＣＴＧＧＧＧＡＴＴＣＡＣ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ ｏｆ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ２

　 ａ－１＝ ３５ｘ（９３ｏＣ ６０ｓ， ５２ｏＣ ６０ｓ， ７２ｏＣ １２０ｓ）； ２＝ ３５ｘ（９４ｏＣ ３０ｓ， ４０ｏＣ ４５ｓ， ７２ｏＣ ４５ｓ） ．

　 　 以提取的 ＤＮＡ 为模板，对基因间隔区和多态

性进行扩增。 将基因间隔区 ＰＣＲ 产物进行胶回收

纯化，将纯化的 ＰＣＲ 产物和 ｐＭＤ－１８Ｔ 连接过夜，

将连接产物转化到 Ｅ．ｃｏｌｉ．ＤＨ５α 感受态细胞，按照

试剂盒提取质粒进行验证，并送至生工生物工程

（上海）股份有限公司测序。

１．４　 微量稀释法药敏试验　 用 ＴＳＢ 液体培养基溶

解 １１ 种抗菌药物，并将药物稀释至 ２０４８ μｇ ／ ｍＬ。

应用微量稀释在无菌 ９６ 孔培养板对抗菌药物进行

二倍梯度稀释，使药液的终浓度由 ５１２ μｇ ／ ｍＬ 至

０．０３ μｇ ／ ｍＬ，共 １５ 个 浓 度 梯 度。 将 终 浓 度 为

１０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ菌液 加入含有抗菌药物的 ９６ 孔板内，

并设置对照，于 ３７ ℃恒温培养 ２４ ｈ，进行 ３ 次重复

性试验。 试验结果参考 ＣＬＳＩ 动物源细菌药敏试验

标准。

２　 结果与分析

２．１　 １６Ｓ－２３Ｓ ｒＲＮＡ ＩＧＳ 序列扩增　 以 ＤＮＡ 为模

板，扩增绿色气球菌与屎肠球菌 ＩＳＲ 引物，７ 株绿色

气球菌均在约 ５００、６００、７５０ ｂｐ 处扩增出 ３ 条带，两

株屎肠球菌均在约 ６００ ｂｐ 处扩增一条带，结果如图 １。

将主条带进行切胶、连接、转化并送往生工生

物工程（上海）股份有限公司测序，７ 株绿色球菌菌

株扩增序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 上已公布的绿色气球菌

１６Ｓ～２３Ｓ ｒＲＮＡ 基因间隔序列（登录号 ＪＮ９７７１３４．１）

同源性达到 ９９％，并建立进化树如图 ２。
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Ｍ：ＤＬ２ ０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；Ａｅ－１－－ Ａｅ－７：绿色气球菌；Ｅｆ－１－－Ｅｆ－２：屎肠球菌

Ｍ：ＤＬ２ ０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；Ａｅ－１－－ Ａｅ－７：Ａｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｖｉｒｉｄｉａｎｓ；Ｅｆ－１－－Ｅｆ－２：Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃｉｕｍ

图 １　 １６Ｓ～ ２３Ｓ ｒＲＮＡ ＩＳＲ 基因序列 ＰＣＲ 电泳图

Ｆｉｇ １　 ＰＣＲ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ １６Ｓ～ ２３Ｓ ｒＲＮＡ ＩＳＲ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ａｅ－１－－Ａｅ－７：绿色气球菌；Ｅｆ－１， Ｅｆ－２：屎肠球菌

图 ２　 绿色气球菌与屎肠球菌 １６Ｓ～ ２３Ｓ ｒＲＮＡ ＩＳＲ 系统进化树

Ｆｉｇ ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ １６Ｓ～ ２３Ｓ ｒＲＮＡ ＩＳＲ ｏｆ Ａｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｖｉｒｉｄｉａｎｓ ａｎｄ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃｉｕｍ

２．２　 绿色气球菌多态性序列扩增 　 绿色气球菌

ＲＡＰＤ 产物经 １％琼脂糖凝胶电泳 ＥＢ 染色结果如

图 ３。 应用引物 ＥＲＩＣ １Ｒ 在 ７ 株绿色气球菌扩增出

５ 个分子量明显不同的特异性片段，不同菌株扩增

出 ３ 类 ＲＡＰＤ 指纹。 Ａｅ－１ 与 Ａｅ－６ 有相似的指纹

图谱，Ａｅ－ ２ 与 Ａｅ － ３ 有相似的指纹图谱，Ａｅ － ４、

Ａｅ－５与 Ａｅ－７ 有相似的指纹图谱，证明所有分离菌

株有限的变异性。

·１２·
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Ｍ：ＤＬ２ ０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； Ａｅ－１－－Ａｅ－７：绿色气球菌

Ｍ：ＤＬ２ ０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； Ａｅ－１－－ Ａｅ－７： Ａｅｒｏｃｏｃｕｓ ｖｉｒｉｄｉａｎｓ

图 ３　 绿色气球菌 ＲＡＰＤＡ ＰＣＲ 电泳图

Ｆｉｇ ３　 ＰＣＲ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ １６Ｓ～ ２３Ｓ ｒＲＮＡ ＩＳＲ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

２．３　 绿色气球菌药物敏感性分析结果 　 ７ 株绿色

气球菌对 １１ 种药物的敏感性分析如表 ２。 Ａｅ－１ 与

Ａｅ－６ 相同耐药谱。 Ａｅ－１ 与 Ａｅ－２ 有相似的耐药

谱。 Ａｅ－３ 与 Ａｅ－４ 有相同的耐药谱。 Ａｅ－４、Ａｅ－５

与 Ａｅ－７ 相似的耐药谱。

表 ２　 绿色气球菌药物敏感性分析结果

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ｄｒｕｇｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ Ａｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｖｉｒｉｄｉａｎｓ
药物 Ａｅ－１ Ａｅ－２ Ａｅ－３ Ａｅ－４ Ａｅ－５ Ａｅ－６ Ａｅ－７

强力霉素 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

阿米卡星 Ｓ Ｓ Ｉ Ｉ Ｉ Ｓ Ｉ

新霉素 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

卡那霉素 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

克拉霉素 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

氟苯尼考 Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｉ Ｓ Ｓ

阿莫西林 Ｒ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ｒ Ｒ

环丙沙星 Ｓ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ

氯霉素 Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｒ

阿奇霉素 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

氧氟沙星 Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

·２２·
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３　 讨论与小结

Ｍａｔｓｕｄａ 等利用 １６Ｓ ～ ２３Ｓ ｒＲＮＡ 基因的种属特

异性引物建立了大肠埃希杆菌，粪肠球菌，金黄色

葡萄球菌，产气荚膜梭菌和绿脓假单胞菌的分析曲

线，通过检测肠道中的优势菌群，为肠道中共生细

菌的检测和定量提供了敏感快速的方法［８］。 近年

来，国外已利用 １６Ｓ～２３Ｓ ｒＲＮＡ 基因区间用于菌种

的鉴定及种系发育研究，如本实验根据参考文献合

成 １６Ｓ ３＇末端保守序列同 ２３Ｓ ５＇端保守序列通用引

物，ＰＣＲ 扩增 １６Ｓ ～ ２３Ｓ ｒＲＮＡ ＩＳＲ 全序列。 １６Ｓ ～
２３Ｓ ｒＲＮＡ ＩＳＲ 序列比较结果表明 ７ 株绿色气球菌

有较高的同源性，两株屎肠球菌有较高的同源性且

单独在一个分支上，表明 １６Ｓ ～ ２３Ｓ ｒＲＮＡ ＩＳＲ 序列

在种间及属间具有较高的变异性，可以明显区分绿

色气球菌同其他菌株。
１９９０ 年 Ｗｉｌｌｉａｍｓ 等建立随机扩增多态性 ＤＮＡ

方法［９］，ＲＡＰＤ 分型是一种快速，可重复，高分辨率

和经济的方法［１０］。 在本研究中，Ａｅ－１ 与 Ａｅ－６ 有

相似指纹又有相同耐药谱，提示它们可能来自同一

克隆菌株，但可能发生了变异。 Ａｅ－２ 与 Ａｅ－３ 有相

似指纹却表现出不同的耐药谱，说明它们可能来自

同一克隆株，但发生了明显的耐药变异。 Ａｅ － ４、
Ａｅ－５与 Ａｅ－７ 有相似的指纹亦有相似的耐药谱，提
示它们可能来自同一克隆菌株，但可能发生了耐药

变异。 Ａｅ－３ 与 Ａｅ－４ 有相同耐药谱却表现出不同

ＲＡＰＤ 指纹，它们不太可能来自同一克隆株且发生

了耐药传播。 因此，对菌株耐药谱的 ＲＡＰＤ 分析，
可推断其克隆相关性于耐药谱的关系。
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