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１６ＳｒＲＮＡ序列分析在猪肠道细菌鉴定中的应用

史　斌，龙　塔＊，赵战勤，薛　云
（河南科技大学 动物科技学院，河南 洛阳４７１００３）

摘要：为建立１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析鉴定猪肠道细菌的方法，选择细菌的１６ＳｒＲＮＡ基因为靶

序列设计引物，对１１株猪肠道细菌进行ＰＣＲ扩增，并对ＰＣＲ产物进行测序和序列分析。序列分

析结果显示，Ａ２、Ａ４序列与柠檬明串珠菌同源性＞９９％；Ｂ２序列与鼠乳杆菌同源性＞９９％；Ｃ２序

列与唾液乳酸杆菌同源性＞９９％；Ｆ３序列与类肠膜魏斯氏菌同源性＞９７％；Ｆ６和Ｆ７序列与融合

魏斯氏菌同源性＞９９％；Ｍ３和 Ｍ８序列与洛菲氏不动杆菌同源性＞９８％；Ｍ９和 Ｍ１１序列与粪肠

球菌同源性＞９９％。表明建立的１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析方法可以应用于鉴定猪肠道细菌。
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　　肠道微生物菌群不仅对宿主的生理健康有重要

作用，同时也是重要微生物资源的来源，因此对肠道

细菌的分类鉴定尤为重要［１－２］。传统 的 细 菌 鉴 定 主

要是通过表 型 特 征 来 鉴 定，采 用 分 离 培 养、形 态 观

察、生化反应、血清凝集以及借助于全自动细菌鉴定

仪辅助等方法进行鉴定［３－９］。这些鉴 定 方 法 虽 广 泛

用于对病原菌的检测，但存在所需时间长、敏感度低

等缺点。１６ＳｒＲＮＡ具 有 高 度 的 保 守 性，常 作 为 细
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菌ＰＣＲ扩增的目 标 序 列。在１６ＳｒＲＮＡ基 因 保 守

区设计通用 引 物［１０］，通 过ＰＣＲ扩 增 测 序 的 方 法 获

得细 菌 样 本 中１６ＳｒＲＮＡ的 基 因 序 列，并 与 Ｇｅｎ－
Ｂａｎｋ数据库中的数据进行比对，可迅速鉴定细菌的

种类。１６ＳｒＲＮＡ序列分析方法敏感、快速、可靠性

高、重现性强，能够弥补传统方法分析微生物群落的

不足，为微生态细菌的分类鉴定研究提供了新的思

路和方法。为此，利用该技术对１１株猪肠道细菌进

行了鉴定，以期为１６ＳｒＲＮＡ序列分析在猪肠道细

菌鉴定中的应用提供参考。

１　材料和方法

１．１　试验材料

１．１．１ 菌株来源　１１株 猪 肠 道 细 菌 为２０１２年

５月－１２月分离于洛阳周边地区猪 粪 便 样 品，接 种

于培养基，分离纯化后于－７０℃条件下保存在１５％
的脱脂牛奶 中 并 冻 干。１１株 菌 株 分 别 编 号 为 Ａ２、

Ａ４、Ｂ２、Ｃ２、Ｆ３、Ｆ６、Ｆ７、Ｍ３、Ｍ８、Ｍ９和 Ｍ１１。

１．１．２　主要试剂及仪器　培养基为ＬＢ培养基，美

国 ＢＤ 公 司 产 品；Ｔａｑ 酶、ｄＮＴＰｓ（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）、

ＤＮＡ　Ｍａｋｅｒ（ＤＬ２０００）购于生工生物工程（上海）股

份 有 限 公 司；ＰＣＲ 仪 器 为 Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓａ
９７００ＰＣＲ扩增仪，购于美国应用生物系统公司；凝

胶成像系统为Ｔａｎｏｎ　１６００全自动数码凝胶图像分

析系统，购于上海圣科仪器公司。

１．２　试验方法

１．２．１　细菌的分离培养　用接种环蘸取粪便直接

接种到ＬＢ培养基，置于３７℃温箱中，培养２４ｈ和

４８ｈ时各观察１次，从培养基上筛选形态不同的菌

落进行革兰氏染色，挑取不同菌落进行纯化培养。

１．２．２　细菌的１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析　利用细

菌通用引 物［上 游 引 物：５′ ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴ－
ＧＧＣＴＣＡＧ　３′；下 游 引 物：５′ ＡＣＧＧＴＴＡＣＣＴＴ－
ＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ　３′，由上海生工生物工程技 术 服

务有限公司合成］扩增１６ＳｒＲＮＡ基因片段，预期扩

增基 因 片 段 长 度 为１　５００ｂｐ。ＰＣＲ 反 应 体 系 为

２５μＬ，其 中１０×Ｂｕｆｆｅｒ　２．５μＬ；２．５×１０
３　ｍｏｌ／Ｌ

ＭｇＣｌ２１．５μＬ；０．２×１０
３　ｍｏｌ／Ｌ　ｄＮＴＰ　１μＬ；上下游

引物各１μＬ；５Ｕ／μＬ　Ｔａｑ　ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　１μＬ；

ｄｄ　Ｈ２Ｏ　１７μＬ。扩增程序如下：９５℃预变性５ｍｉｎ；

９４℃１ｍｉｎ，５２℃１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，３５个循环；

７２℃延伸１０ｍｉｎ。用ｄｄ　Ｈ２Ｏ作 为 阴 性 对 照。反

应结束后，取２μＬ扩增产物，经１％琼脂 糖 凝 胶 电

泳检测ＰＣＲ产物。将阳性ＰＣＲ产物送上海生工生

物工程技术服务有限公司测序，测序结果经ＮＣＢＩ／

ＢＬＡＳＴ比对进行分析。

２　结果与分析

２．１　细菌平板形态与革兰氏染色形态观察

观察 结 果 表 明，Ａ２、Ａ４菌 株 为 革 兰 氏 阳 性 球

菌，无芽孢、不运动、兼性厌氧、生长缓慢、菌落较小，

显微镜下观察多成对或链状；Ｂ２、Ｃ２菌株为革兰氏

阳性杆菌，无芽孢、兼性厌氧，琼脂平皿上的菌落突

起、无色，直径２～５ｍｍ，显 微 镜 下 观 察，菌 体 呈 杆

状、单个、链状或成丝状（图１）；Ｆ３、Ｆ６、Ｆ７菌株为革

兰氏阳性球菌或球杆菌，无芽孢、不运动、兼性厌氧

或微需氧，显微镜下多呈单个、成双或短链状排列；

Ｍ３、Ｍ８菌 株 为 革 兰 氏 阴 性 球 杆 菌，有 荚 膜、无 芽

孢、无鞭毛，菌体大小约１．５～２．５μｍ，显微镜下多

成双排列；Ｍ９、Ｍ１１菌 株 为 革 兰 氏 阳 性 球 菌，菌 落

大而光滑，直径１～２ｍｍ，显 微 镜 下 观 察 多 成 双 或

呈短链状排列，不运动。

图１　Ｂ２菌落革兰氏染色形态

２．２　细菌的１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析

２．２．１　１６ＳｒＲＮＡ基因序列扩增产物　以 目 的 菌

株菌落为模板 进 行ＰＣＲ扩 增 和１％琼 脂 糖 凝 胶 电

泳，部分菌株 扩 增 结 果 见 图２。扩 增 片 段 大 小 约 为

１　５００ｂｐ，与预计 目 的 片 段 相 符，而 以ｄｄＨ２Ｏ为 阴

性对照，未出现特异性条带。

Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１－３．分离株ＰＣＲ产物；４．阴性对照

图２　部分分离菌株１６ＳｒＲＮＡ基因ＰＣＲ扩增结果
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２．２．２　１６ＳｒＲＮＡ碱基序列分析　将Ａ２、Ａ４、Ｂ２、

Ｃ２、Ｆ３、Ｆ６、Ｆ７、Ｍ３、Ｍ８、Ｍ９、Ｍ１１菌 株 的 序 列 与

ＧｅｎＢａｎｋ中参考 菌 株１６ＳｒＲＮＡ基 因 核 苷 酸 序 列

进行同源性比较分析。Ａ２和Ａ４序列与柠檬明串珠

菌同源性＞９９％，为柠檬明串珠菌；Ｂ２序列与鼠乳杆

菌同源性＞９９％，为鼠乳杆菌；Ｃ２序列与唾液乳酸杆

菌同源性＞９９％，为唾液乳酸杆菌；Ｆ３序列与类肠膜

魏斯氏菌同源性＞９７％，为类肠膜魏斯氏菌；Ｆ６和Ｆ７
序列与融合魏斯氏菌同源 性＞９９％，为 融 合 魏 斯 氏

菌；Ｍ３和 Ｍ８序列与洛菲氏不动杆菌同源性＞９８％，
为洛菲氏不动杆菌；Ｍ９和 Ｍ１１序列与粪肠球菌同源

性＞９９％，为粪肠球菌。

３　讨论

１６ＳｒＲＮＡ基因是细菌染色体上编码ｒＲＮＡ相

对应的ＤＮＡ序列，在细菌中普遍存在，其可变区与

保守区交错排列，因而适用于进化距离不同的各类

生物亲缘关系的研究。并且１６ＳｒＲＮＡ大 小 适 中，
约１　５００ｂｐ，既能体现不同细菌种属之间的差异，又
能利用测 序 技 术 来 较 容 易 地 得 到 其 序 列，便 于 序

列分析［１１］。张守印 等［１］应 用１６ＳｒＲＮＡ序 列 分 析

对３株 非 典 型 菌 株 进 行 了 鉴 定，结 果 表 明，１６Ｓ
ｒＲＮＡ序列分析 可 以 较 好 地 鉴 定 常 规 方 法 难 以 鉴

定的非 典 型 菌 株；王 亚 宾 等［３］利 用１６ＳｒＲＮＡ和

Ｖｉｔｅｋ　３２这２种常用的细菌分型方法对感染猪肠

球菌的鉴 定 结 果 进 行 了 比 较 和 分 析，发 现 Ｖｉｔｅｋ
３２对感染猪屎肠球菌 的 鉴 定 与１６ＳｒＲＮＡ比 较 出

现了较 大 的 差 异；高 正 琴 等［１２］通 过１６ＳｒＲＮＡ基

因ＰＣＲ扩增、测 序 分 析，对４５株 小 型 猪 细 菌 进 行

了分类鉴 定，为 我 国 小 型 猪 细 菌 学 检 测 和 质 量 标

准提供 了 依 据；Ｆｕ等［１３］应 用１６Ｓ－２３ＳｒＲＮＡ研

究鉴定 了 常 见 败 血 症 细 菌，结 果 表 明，１６Ｓ－２３Ｓ
ｒＲＮＡ可以快速而灵敏的检测细 菌 感 染，在 新 生 儿

败血症的临床诊 断 中 具 有 非 常 重 要 的 作 用。猪 肠

道中栖息着大量 的 微 生 物，这 些 微 生 物 在 营 养、免

疫等方面 对 宿 主 的 健 康 发 挥 重 要 作 用，对 这 些 胃

肠道微生物的鉴定尤为重要。
本研究采用１６ＳｒＲＮＡ基因的ＰＣＲ扩增、序列

分析方法，对１１株猪肠道细菌鉴定到种的水平，包

括２株柠檬明串珠菌、１株鼠乳杆菌、１株唾液乳酸

杆菌、１株类肠膜魏斯氏菌、２株融合魏斯氏菌、２株

洛菲氏不动杆菌和２株粪肠球菌。上述细菌中，柠

檬明串珠菌、鼠乳杆菌和唾液乳酸杆菌均是益生菌；
洛菲氏不动 杆 菌 和 粪 肠 球 菌 则 是 潜 在 的 条 件 致 病

菌，在机体抵抗力低下时引起感染，引起败血症、脑

膜炎、心内膜炎、泌尿生殖道感染等疾病［１４－１５］。

１６ＳｒＲＮＡ基因在猪肠道细菌的鉴定方面有独

特的优势，利用１６ＳｒＲＮＡ基因鉴定细菌不仅可以

克服传统方法的不确定性，而且具有客观、准确等优

点。随着测序技术的发展，测序准确性不断提高，并
且价格越来 越 低，１６ＳｒＲＮＡ基 因 鉴 定 细 菌 将 会 成

为常规的检测方法。
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