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·基础研究·

１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析鉴定非典型细菌的实验研究

沈亚娟，夏　云△

（重庆医科大学附属第一医院检验科，重庆４０００１６）

　　摘　要：目的　建立以１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析为基础的细菌鉴定方法，并初步将其应用于临床常规细菌的鉴定。方法　选

择临床微生物实验室不能准确鉴定的细菌，以１６ＳｒＲＮＡ为靶序列，在两端保守区设计引物，ＰＣＲ反应扩增目的片段，测序后与数

据库中已知细菌的１６ＳｒＲＮＡ序列进行序列比对。结果　１３株菌中，有１１株与数据库中的已知１６ＳｒＲＮＡ序列相似性达９９．０％

以上，成功鉴定到种的水平。结论　１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析的方法可快速、准确地鉴定不典型菌株，可作为细菌常规鉴定的补

充方法。
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　　传统的细菌鉴定方法是对细菌进行纯培养，然后从形态特

征、生化特性及免疫学特性等方面加以鉴定。但该方法繁琐、

费时，且某些细菌的表型特征不典型，同时还受到抗生素治疗

的影响，导致某些细菌不能准确鉴定。因此，建立一种简便、准

确的细菌鉴定方法具有重要意义。２０世纪８０年代，有学者开

始对不同细菌的１６ＳｒＲＮＡ序列进行分析，并初步将其应用到

细菌的系统发育研究［１２］。随着ＰＣＲ技术及自动化ＤＮＡ测序

的开展，对细菌１６ＳｒＲＮＡ基因序列的分析研究越来越成熟，

并累积了大量不同种属细菌的１６ＳｒＲＮＡ基因序列。通过对

这些序列进行比较分析发现，相同种属细菌的１６ＳｒＲＮＡ序列

高度保守，但是在种间或属间仍有不同之处，并将其应用到微

生物的分类鉴定和系统发育研究［３］。本课题利用该技术对临

床实验室不能准确鉴定的菌株进行鉴定，以评估该技术在细菌

快速鉴定中的应用价值。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　采用本院临床微生物实验室保存的７株标准

菌株ＡＴＣＣ２５９２２（大肠杆菌），ＡＴＣＣ２９２１３（金黄色葡萄球

菌），ＡＴＣＣ７００３４０（肺炎克雷伯菌），ＡＴＣＣ２７８５３（铜绿假单胞

菌），ＡＴＣＣ４９６１９（肺炎链球菌），ＡＴＣＣ４９２４７（流感嗜血杆菌），

ＡＴＣＣ２９２１２（粪肠球菌）来评价１６ＳｒＲＮＡ序列分析鉴定细菌

的准确性。为了进一步验证１６ＳｒＲＮＡ序列分析对临床细菌

的鉴定效能，从本院临床微生物实验室收集了８株经高级全自

动细菌鉴定／药敏系统（ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ）鉴定的已知细菌

（可靠率在９９％以上），包括阴沟肠杆菌、铜绿假单胞菌、肺炎

克雷伯菌、粪肠球菌、表皮葡萄球菌、金黄色葡萄球菌、奇异变

形杆菌及鲍曼不动杆菌各１株；另收集了常规方法鉴定（可靠

率较低）或无法鉴定的细菌１３株，所用菌株保存于－８０℃

冰箱。

１．２　提取细菌ＤＮＡ模板的方法

１．２．１　水煮法　将保存的菌株接种到血琼脂平板上，３７℃培

养１８～２４ｈ，刮取１～２个接种环菌苔，加入５００μＬ双蒸水，

１００℃煮沸１０ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ（离心半径８ｃｍ，１２０００ｒ／

ｍｉｎ），上清液即含有所需ＤＮＡ模板。

１．２．２　试剂盒法　采用细菌ＤＮＡ提取试剂盒（杭州博日科

技有限公司）提取基因组ＤＮＡ，操作步骤按说明书。

１．３　１６ＳｒＲＮＡＰＣＲ扩增与测序　ＰＣＲ反应的通用引物序列

来源于文献［４］，目的片段长为７５０～７７６ｂｐ（视菌株种类不同

而略有差异），由上海英骏生物技术有限公司合成，序列如下，

ＢＡＫ１１ｗ：５′ＡＧＴＴＴＧＡＴＣ（Ａ／Ｃ）ＴＧＧＣＴＣＡＧ３′；ＢＡＫ２：５′

ＧＧＡＣＴＡＣ（Ｃ／Ｔ／Ａ）ＡＧＧＧＴＡＴＣＴＡＡＴ３′。ＰＣＲ扩增体系

为５０μＬ，引物浓度为 ０．４μｍｏｌ／μＬ，犜犪狇 聚合酶浓度为

０．０２５Ｕ／μＬ。９４℃预变性１０ｍｉｎ；９４℃ 变性１ｍｉｎ，４８℃退

火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，循环４０次；７２℃再延伸１０ｍｉｎ。阳

性产物交由北京六合华大基因科技股份有限公司测序。
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１．４　序列分析　测序结果在 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中进行１６Ｓ

ｒＲＮＡ序列比对分析，相似度大于９９％的细菌判定为同种细

菌；相似度介于９５％～９９％判定为同属；相似度在９１％～９５％

判定为同科［１］。

１．５　１６ＳｒＲＮＡ鉴定效能分析　（１）用本院微生物室保存的７

株标准菌株评价采用１６ＳｒＲＮＡ序列分析进行细菌分类鉴定

的鉴定效能，其１６ＳｒＲＮＡ序列分析结果与标准菌株完全一

致，说明１６ＳｒＲＮＡ序列分析鉴定细菌的可靠率为１００％，可用

于临床分离菌株的鉴定；（２）用临床微生物 ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ

系统鉴定良好的８株菌株再次验证１６ＳｒＲＮＡ序列分析的鉴

定效能，其１６ＳｒＲＮＡ测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中的数据

进行比对，比对结果与临床鉴定结果完全一致，进一步证实

１６ＳｒＲＮＡ序列分析鉴定细菌的准确性，且革兰染色阳性及阴

性菌均适用；（３）证实了１６ＳｒＲＮＡ 序列分析鉴定细菌的高准

确性后，将该技术应用于临床微生物不能准确鉴定的１３株不

典型菌株的分类鉴定，明确病原微生物的种类。

２　结　　果

２．１　标准菌株的１６ＳｒＲＮＡＰＣＲ鉴定结果　本院临床微生

物实验室保存的７株标准菌株１６ＳｒＲＮＡＰＣＲ扩增后，均在

７５０ｂｐ处得到阳性产物，与预计的片段大小相吻合，其序列与

ＧｅｎＢａｎｋ数据库的比对，结果同标准菌株完全一致，其中，金黄

色葡萄球菌测序见图１，说明１６ＳｒＲＮＡ序列分析方法鉴定细

菌可靠率达１００％，可用于临床分离菌株的鉴定。

图１　　金黄色葡萄球菌测序图

２．２　已知细菌的１６ＳｒＲＮＡＰＣＲ鉴定结果　分别用上述方

法提取细菌ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增后，均在７５０ｂｐ处获得阳性

条带，与预计的片段大小相吻合，见图２。１６ＳｒＲＮＡ测序结果

与ＧｅｎＢａｎｋ数据库比对，比对结果与实验室鉴定结果完全一

致，进一步证实了１６ＳｒＲＮＡ鉴定细菌的准确性。标准菌株及

临床已知细菌的１６ＳｒＲＮＡ序列比对结果均完全一致，证实该

技术鉴定细菌的可靠率达１００％，且革兰染色阳性及阴性菌均

适用，可用于临床不典型细菌的分类鉴定分析。

　　１：ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；２：阴沟肠杆菌；３：铜绿假单胞菌；４：肺炎克雷

伯菌；５：粪肠球菌；６：表皮葡萄球菌；７：金黄色葡萄球菌；８：奇异变形杆

菌；９：鲍曼不动杆菌。

图２　　ＰＣＲ扩增产物电泳图

２．３　１３株 ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ系统鉴定非典型菌株的１６Ｓ

ｒＲＮＡ测序结果　对１３株采用常规方法鉴定（可靠率较低）或

无法鉴定的细菌采用前述２种方法提取 ＤＮＡ后，进行１６Ｓ

ｒＲＮＡＰＣＲ扩增，全部获得阳性目的片段。与 ＧｅｎＢａｎｋ数据

库比对获得良好的鉴定，其中，１１株（８４．６％）鉴定到种，１株

（７．７％）鉴定到属，见表１。

表１　　１６ＳｒＲＮＡ序列分析与ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ系统鉴定

　　　　非典型菌株的结果

编号 标本

１６ＳｒＲＮＡ序列分析

细菌种类
可靠率

（％）

ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ系统

细菌种类
可靠率

（％）

１ 痰 阴沟肠杆菌 １００．０ 阿氏肠杆菌 ９３．０

２ 伤口渗出液 Ｃｏｗａｎｉｉ肠杆菌 ９９．７ 泛菌属 ９７．０

３ 痰 阿氏肠杆菌 ９１．３ 非脱羧勒克菌 ８５．０

４ 脑脊液 表皮葡萄球菌 ９９．９ 人葡萄球菌 ５０．０

５ 尿液 鲁氏不动杆菌 ９５．０ 莫拉菌群 ５０．０

鲁氏不动杆菌 ５０．０

６ 坏死组织 金黄色葡萄球菌 ９９．９ 金黄色葡萄球菌 ９０．０

７ 痰 土生拉乌尔菌 ９９．６ 产酸克雷伯菌 ５４．０

肺炎克雷伯菌 ４６．０

８ 痰 鲍曼不动杆菌 ９９．９ 鲍曼不动杆菌 ９０．０

９ 大便 巴黎链球菌 ９９．９ 缓症／口腔链球菌 ３４．０

猪链球菌 ３３．０

１０ 角膜溃疡 铅黄肠球菌 １００．０ 铅黄肠球菌 ５０．０

鹑鸡肠球菌 ５０．０

１１ 口腔分泌物 副血链球菌 ９９．４ 肺炎链球菌 ８５．０

１２ 尿液 Ｕｒｕｂｕｒｕｅｌｌａｓｕｉｓ ９９．７ Ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ －

１３ 血液 空肠弯曲菌 ９９．７ 土拉弗朗西斯菌 ９８．０

　　－：此项目无数据。

３　讨　　论

细菌作为单细胞生物，具有多态性、易变异，导致某些生化
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反应不稳定，且受临床抗生素使用的影响，有些菌株仅依靠形

态和生化反应难以准确鉴定［５］。在利用传统方法鉴定细菌时

经常遇到一些不能鉴定到种的菌株，而这些菌株对临床诊断或

流行病学研究具有重要意义。因此，需要其他方法对其进行准

确鉴定。１６ＳｒＲＮＡ基因是细菌染色体上与编码ｒＲＮＡ相对

应的ＤＮＡ序列，存在于所有原核微生物中，但不存在于真核

生物及病毒中，在进化过程中高度保守，被称为细菌的“分子化

石”，可用于研究不同生物物种间的亲缘关系；同时其保守性又

是相对的，在保守区存在着９～１０个变异区（Ｖ１～１０），不同的

科、属、种间均有不同程度的差异，故又可作为细菌分类鉴定的

靶分子［６］。

本实验对传统方法不能准确鉴定的１３株细菌进行了分子

水平的鉴定，结果显示，有１１株成功鉴定到种的水平，１株鉴

定到属的水平，大部分菌株均有一些不典型的生化反应，故常

规方法鉴定不准确。由此可见，１６ＳｒＲＮＡ序列分析的鉴别能

力明显高于传统鉴定方法。对于两种鉴定方法结果不一致的

菌株采用了第３种方法进行复核。１号样本再次用ＩＤ３２Ｅ板

条鉴定，结果为阴沟肠杆菌，该菌株的 ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ系统

和ＩＤ３２Ｅ板条鉴定结果不一致，可能是由阴沟肠杆菌的脲酶

和精氨酸水解实验、侧金盏花醇发酵实验不稳定引起［７］。

Ｃｏｗａｎｉｉ肠杆菌的表型特征与水生拉恩菌、成团泛菌、胡萝卜

软腐欧文菌相似［８］，本实验中２号样本与Ｃｏｗａｎｉｉ肠杆菌的的

表型特征相符，但仍不能被准确鉴定出来，推测可能的原因是

ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ系统的革兰阴性细菌鉴定卡不包括Ｃｏｗａｎｉｉ

肠杆菌，而将其判定为与其生化反应相近的泛菌属。副血链球

菌可产生β半乳糖苷酶，可分解乳糖
［９］，而本试验中１１号样本

生化反应却与此相反，ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ系统将其判定为肺炎

链球菌，但是奥普拓新实验阴性，反证法证实了该菌是副血链

球菌。Ｕｒｕｂｕｒｕｅｌｌａｓｕｉｓ属于奈瑟菌科，由 Ｖｅｌａ等
［１０］在２００５

年首次报道，迄今为止也仅有这一篇报道，故１２号样本的１６Ｓ

ｒＲＮＡ鉴定结果还需进一步验证。本实验中的１３号菌株自血

培养标本分离，生化反应仅吡咯烷基芳胺酶阳性，ＶＩＴＥＫ

２Ｃｏｍｐａｃｔ系统鉴定为土拉弗朗西斯菌，鉴定结果极不可靠，且

临床表现与土拉菌病明显不符［１１］。用１６ＳｒＲＮＡ序列分析方

法证实其为空肠弯曲菌，复核显微镜下形体具有典型的弯曲菌

形体特征，生化反应也与空肠弯曲菌相同，临床表现也符合弯

曲菌感染的特征，而空肠弯曲菌在一般的革兰阴性杆菌鉴定卡

上阳性生化反应极少，导致其鉴别能力降低。

本试验结果显示１６ＳｒＲＮＡ序列分析是一种快速、有效的

细菌鉴定技术，但仍有一部分细菌不能准确鉴定，如３号和５

号样本，其１６ＳｒＲＮＡ序列与阿氏肠杆菌或鲁氏不动杆菌的相

似性仅有９１．３％或９５．０％，仅能鉴定到种或属的水平。可能

是因为扩增的目的片段较小，约７５０ｂｐ，而１６ＳｒＲＮＡ的碱基

数目为１５４０ｂｐ，所包含的遗传信息有待提高；另外１６ＳｒＲＮＡ

序列分析本身存在不足，如基因水平转移、基因组内变异、引物

特异性不佳等，均可能影响１６ＳｒＲＮＡ序列分析的准确性
［１２］。

但随着基因组数据库的不断完善，１６ＳｒＲＮＡ序列分析的准确

性会不断提高，极有可能成为临床常规细菌鉴定的有效方法。
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