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１６ＳｒＲＮＡ在肉毒梭菌分型鉴定中的应用

卢卫嘉，毛晓燕，熊　颖，张　超，王建锋
兰州生物制品研究所，兰州７３００４６

　　［摘要］　目的　建立一种快速、可靠的对肉毒梭菌进行分型鉴定的手段。方法　以从 ＬＣＬ０６３、８３０１１０、ＬＣ１７５、
ＬＣＬ１５５、６６４１８、Ｎ１５３、６１０８２、ＡＬＡＳＫＡ、ＩＷＡＮＡＩ共９株梭菌中提取的基因组ＤＮＡ为模板，利用１６ＳｒＲＮＡ特异性引物分别

进行ＰＣＲ扩增并进行ＴＡ克隆转化、测序。通过Ｃｌｕｓｔａｌ和 Ｍｅｇａ软件分析１６ＳｒＤＮＡ序列，以ＮＪ法和 ＭＰ法构建进化树，分

析其种属特异性。结果　１６ＳｒＲＮＡ分型结果可判断出ＬＣＬ０６３、８３０１１０、ＬＣＬ１７５为产Ｅ型毒素的酪酸梭菌。ＩＷＡＮＡＩ与

ＡＬＡＳＫＡ株为Ｅ型肉毒梭菌。与传统分型鉴定得到的结果一致。结论　１６ＳｒＲＮＡ在肉毒梭菌分型鉴定中具有快速、准确
的优势，随着核糖体库的不断完善，有望成为细菌分型鉴定的标准依据。
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　　核糖体ＲＮＡ（ｒＲＮＡ）是生物体蛋白质翻译的重
要组成部分，原核生物含有３种ｒＲＮＡ：５Ｓ、１６Ｓ、

２３Ｓ，大小分别为１２０、１５００、３０００ｂｐ左右。２０世
纪，研究者们在对生物进行编目的工作中发现：１６Ｓ
ｒＲＮＡ及其类似的ｒＲＮＡ作为生物系统发育指标最
为合适［１］。其主要具有以下几点优势：（１）所有细胞
共有；（２）功能同源；（３）既有可变序列又有保守序
列；（４）分子大小适宜操作；（５）序列的变化与进化距
离相适宜。随着近年来网络资源的不断丰富，核糖
体数据库也日益完善，将未知菌株的１６ＳｒＲＮＡ通
过生物信息学的方法进行比对并分型鉴定的技术也

越来越受到人们的重视［２４］。

　　本研究对梭菌保藏中心（国家级菌种保藏中心）
的９株梭菌提取了基因组ＤＮＡ，设计合成了梭菌特
异性的１６ＳｒＲＮＡ引物对，通过ＰＣＲ扩增出９株菌
株的１６ＳｒＤＮＡ并测序，将测序结果使用Ｃｌｕｓｔａｌ和

Ｍｅｇａ软件构建系统进化树分析其种属特异性并与
传统分型鉴定方法做对比。

１　材料和方法

１．１　 菌 株 与 试 剂 　ＬＣＬ０６３、８３０１１０、ＬＣ１７５、

ＬＣＬ１５５、６６４１８、Ｎ１５３、６１０８２、ＡＬＡＳＫＡ、ＩＷＡＮＡＩ
等９株梭菌由兰州生物制品研究所梭菌专业实验室
提供，梭菌专用培养液由实验室自行配制；ＤＨ５α菌
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株购于Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。

　　ＬＡＴａｑ酶购自 ＴａＫａＲａ公司，ｐＧＥＭＴＥａｓｙ
购自Ｎｏｖａｇｅｎ公司；ＳＤＳ、蛋白酶 Ｋ 购自Ｓｉｇｍａ公
司。ＣＴＡＢ／ＮａＣｌ溶液、氯仿：异戊醇（２４１）、酚
氯仿异戊醇（２５２４１）、异丙醇、７０％乙醇、Ｔｒｉｓ
ＥＤＴＡ（ＴＥ）、ＮａＣｌ等均为国产试剂。

　　引物合成、序列测定由上海生工生物工程服务
技术有限公司完成。

１．２　细菌培养　使用梭菌专用培养液对９株梭菌

３０℃厌氧培养４８ｈ。

１．３　细菌基因组ＤＮＡ的提取　１００ｍｌ细菌过夜
培养液，５０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，去上清液。加９．５
ｍｌＴＥ悬浮沉淀，并加０．５ｍｌ１０％ＳＤＳ、５０μｌ２０
ｍｇ／ｍｌ蛋白酶 Ｋ，混匀，３７℃保温１ｈ。加１．５ｍｌ５
ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，混匀。加１．５ｍｌＣＴＡＢ／ＮａＣｌ溶液，
混匀，６５℃保温２０ｍｉｎ。用等体积酚氯仿异戊
醇（２５２４１）抽提，５０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，将上清
液移至干净离心管。用等体积氯仿异戊醇（２４

１）抽提，取上清液移至干净管中。加１倍体积异丙
醇，颠倒混合，室温下静置１０ｍｉｎ，沉淀 ＤＮＡ。

５０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，小心弃去上清，超净台风干
管内残余液体，７０％乙醇漂洗后，吸干，溶解于１ｍｌ
ＴＥ，－２０℃保存。

１．４　ＰＣＲ扩增１６ＳｒＤＮＡ 序列　分别以得到的细
菌基因组ＤＮＡ为模板，采用针对绝大部分细菌的上
游引物Ｆ１（序列为５′ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧ

ＣＴＣＡＧ３′；８２７）和梭菌特异性的下游引物Ｒ４（序
列为５′ＡＣＧＧＡＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３′；

１５１２１４９２）［５６］，以ＴａＫａＲａ公司的ＬＡＴａｑ酶ＰＣＲ
扩增得到１６ＳｒＤＮＡ序列。ＰＣＲ反应条件为：９４℃
预变性５ｍｉｎ；９４℃１ｍｉｎ，５５℃１ｍｉｎ，７２℃１５０ｓ，共

２０个循环；７２℃再延伸１０ｍｉｎ。

１．５　ＴＡ 克隆　将９条１６ＳｒＤＮＡ 序列克隆入

ｐＧＥＭＴＥａｓｙ载体中，按《分子克隆实验指南》［７］操
作转化入ＤＨ５α菌株，培养皿划线培养后挑取单克
隆，测序。

１．６　系统进化树分析　从ＧｅｎＢａｎｋ已公布序列中
随机挑选肉毒梭菌 Ａ、Ｂ、Ｅ、Ｆ型以及酪酸梭菌１６Ｓ
ｒＤＮＡ的基因序列各１条，分别命名为ＢＯＮＴＡ、

ＢＯＮＴＢ、ＢＯＮＴＥ、ＢＯＮＴＦ、ＮＣＩＭＢ８０８２。以耶尔
森鼠疫杆菌（ＢＺＧＬ）和大肠杆菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）的１６Ｓ
ｒＤＮＡ作为２个对照外群，与１．５项下测序正确的９
条１６ＳｒＤＮＡ序列一起，构建系统进化树。首先使
用Ｃｌｕｓｔａｌ软件将１５条序列进行完全比对，然后分
别用程序提供的邻接法（ＮＪ）和最大简约法（ＭＰ）计
算序列的进化距离；将得到的结果使用 Ｍｅｇａ程序
构建系统进化树，数据自展重抽样次数为１０００次。

２　结　果

２．１　ＰＣＲ扩增１６ＳｒＤＮＡ 序列　ＰＣＲ扩增产物行

１％琼脂糖凝胶电泳，结果见图１。

图１　９株梭菌ｒＲＮＡＰＣＲ产物１％凝胶电泳图

Ｆｉｇ１　１％ｓｅｐｈａｒｏｓｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＣｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｂｏｔｕｌｉｎｕｍｒＲＮＡＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ
１：ＬＣＬ０６３；２：８３０１１０；３：ＬＣ１７５；４：ＬＣＬ１５５；５：６６４１８；６：Ｎ１５３；７：６１０８２；８：ＡＬＡＳＫＡ；９：ＩＷＡＮＡＩ；Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ

２．２　系统进化树分析　构建的系统进化树如图２、

３所示，可以看出，菌株ＬＣＬ０６３、８３０１１０、ＬＣＬ１７５、

ＬＣＬ１５５的进化距离较近，且此４株菌株与 Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ上公布的１株酪酸梭菌 ＮＣＩＭＢ８０８２处于同
一个分支下，故可判断此５株细菌在进化谱系上具
有较近的亲缘关系。ＩＷＡＮＡＩ、ＡＬＡＳＫＡ 与 Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ上公布的Ｅ型肉毒菌株Ｅ３株的亲缘关系也

较高。根据本科室的梭菌菌种保藏记录以及对此９
株菌株所做的生化鉴定以及形态学分析，ＬＣＬ０６３、

８３０１１０、ＬＣＬ１７５为产生Ｅ型肉毒毒素的酪酸梭菌，

ＬＣＬ１５５为我们已经鉴定证实的１株酪酸梭菌［８］。

ＩＷＡＮＡＩ与ＡＬＡＳＫＡ株为Ｅ型肉毒梭菌，这与进
化树所展示出的结果相一致。
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图２　邻接法构建系统进化树

Ｆｉｇ２　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂｙＮｅｉｇｈｏｒｊｏｉｎｉｎｇ

图３　最大简约法构建系统进化树

Ｆｉｇ３　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂｙＭａｘｉｍｕｍｐａｒｓｉｍｏｎｙ

３　讨　论

　　构建系统进化树的方法主要有距离法、简约法、
似然法，以及贝叶斯推断的统计学方法。当所考虑
的谱系间进化速率可变时，距离法中的 ＮＪ法特别
适用。ＮＪ法能给出枝长最小平方估计的序列，即能
最真实地反映序列间的真实距离。ＮＪ法有６种计
算方法，通常选择ｐｄｉｓｔａｎｃｅ。ＭＰ法在序列非常相
似以及序列数目较小的情形下较适用［９］。

　　随着核糖体 ＲＮＡ 库的日益完善，根据１６Ｓ
ｒＲＮＡ序列构建进化树并以此作为细菌分型的依据
已经被广泛使用。本研究所选择的９株菌株中，

ＬＣＬ０６３、８３０１１０、ＬＣＬ１７５是能产生Ｅ型肉毒毒素

的酪酸梭菌，且在生化及形态学上与Ｅ型肉毒梭菌
很难区别，需要专业人员大量的经验积累，这曾一度
给本实验室造成了困扰。但是从本研究结果中可以
很清楚地判定此３株菌的种属特异性。

　　目前传统的肉毒菌株鉴定需要生化及形态学的
方法以及血清型试验，且耗时较长（有时需要１～２
ｄ，甚至更长的时间），并且需要大量的动物实验验
证，具有一定的人为主观性以及不确定性，这就需要
工作人员有相对丰富的工作经验以及实验技能。

１６ＳｒＲＮＡ在肉毒梭菌的分型鉴定中，具有高效、快
速、客观性强的优点，如果将构建ＴＡ克隆测序的阶
段改为指纹图谱酶切，那么整个试验的操作时间将
以小时计算，这在对于肉毒中毒的临床治疗以及突
发事件的快速处理上将具有无可比拟的优势。

　　目前，一些研究结构建立了专门用于核糖体序列
分析的数据库，其中最著名的是美国密歇根州立大学
的ＲＤＰ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｍｅ．ｍｓｕ．ｅｄｕ／ＲＤＰ／），
该数据库目前包括了１４８３０１６多个细菌及古细菌的
小亚单位ｒＲＮＡ序列，并且还在不断的丰富中。

　　随着相关数据库的不断完善以及生物信息学软
件的不断进步，基于１６ＳｒＲＮＡ为基础的细菌分型鉴
定工作将成为细菌分型鉴定中越来越重要的依据。
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