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摘 要：采用一种新的90:890:杂交方法—微孔板法对椰毒假单胞菌酵米面亚种及伯克霍

尔德氏菌属中""个种的90:890:同源性进行测定。结果发现椰毒假单胞菌酵米面亚种与

唐菖蒲伯克霍尔德氏菌及椰毒伯克霍尔德氏菌的90:890:同源性均大于43;，建议这1
个种应合并为同一个种，命名为唐菖蒲伯克霍尔德氏菌（!"#$%&’()#*+,’+(*&’*）。
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椰毒假单胞菌酵米面亚种（-.)"(&/&0+.1&1&2)0)0+0.>-+>?(3+#*0&3)#/)04+0.，简称

椰酵假单胞菌）是我国学者于"244年在东北酵米面中毒食物中发现的一种食物中毒菌

（曾暂命名为酵米面黄杆菌［"］）。椰酵假单胞菌常常污染变质鲜银耳、酵米面、醋凉粉、汤

圆粉和马铃薯粉等多种食品而引发食物中毒［#］，它的病死率高达!"=7;，是迄今为止发

现的病死率极高的一种食物中毒菌。"274年，孟昭赫等［1］从我国食物中毒样品中分离到

的#$$多个菌株中选出1株典型的病原菌株与椰毒假单胞菌、铜绿假单胞菌、洋葱假单胞

菌、贪食黄杆菌、脑膜炎黄杆菌及大肠埃希氏菌等进行了系统的生物学性状对比研究，发

现除侧金盏花醇分解不一致外，其大部分生物学性状及产生米酵菌酸的性能与"21!年印

度尼西亚发酵可可豆制品食物中毒菌—椰毒假单胞菌（0@AB2!3$）类同，所以将原酵米面

黄杆菌易名为椰毒假单胞菌酵米面亚种。"223年CD’’D>［!］等建议将椰毒假单胞菌也划归

伯克霍尔德氏菌属，命名为椰毒伯克霍尔氏菌，同年赵乃昕［3］等根据椰酵假单胞菌

0@AB2!3"的部分"5E,90:序列证实了上述观点。邱茂锋［5］等的研究结果显示，椰酵假

单胞菌与唐菖蒲伯克霍尔德氏菌的亲缘关系比与椰毒伯克霍尔德氏菌的亲缘关系更为接

近。焦振泉［4］等通过测定!株椰酵假单胞菌的"5E,90:序列并进行序列分析发现，椰

酵假单胞菌与椰毒伯克霍尔德氏菌和唐菖蒲伯克霍尔德氏菌的"5E,F0:序列同源性非

常高，它们构成了伯克霍尔德氏菌属系统发育进化树上一个独立分支。

近十多年来，细菌分类学发展迅速，已经从单一的表型分类发展为系统分类和多相分

类，即利用表型、基因型和系统发育信息来区分细菌，进而阐述细菌的遗传进化关系。基



因型分类方法中（!"#）$%&’、()*+()*杂交、,()*指纹图和-./,()*序列分析是

常用的方法，其中()*+()*杂交是细菌系统分类中定义种的一个最重要的指标。()*+
()*杂交的方法主要有：复性速率法［0］，/-核酸内切酶分析法［1］，羟基磷灰石法［-2］等。

其中，微孔板杂交法［--］在国际上得到了越来越多的应用，它利用光敏生物素标记一株细

菌的染色体()*，与另一株细菌的染色体()*在微孔板上进行液相杂交，通过!+半乳糖

苷酶和3+456荧光显色系统进行荧光强度的检测，荧光强度的强弱即反应杂交率的高

低，根据测得的荧光强度的数值来计算不同菌株()*+()*之间的杂交率。

本研究目的是利用微孔板杂交法测定椰酵假单胞菌与唐菖蒲伯克霍尔德氏菌、椰毒

伯克霍尔德氏菌的()*+()*同源性，进而探讨它们在伯克霍尔德氏菌属中的位置和相

互之间的遗传进化关系。

表! 实验所用菌株

789&:- /;,8<=>?>:@<=;A:>;?@B

)8$:%C>;,8<=> /;,8<=@:><D=8;<%= /%?,E:
!"#$%&’($’FGH#$%&’($’ *7##-2I307 5/*
!"#$%&’($’FGH%$$’’)($% )#JJK13L ):MN:8&8=@
!"#$%&’($’FGH%#%*’)’)($% )#JJKOP02 ):MN:8&8=@
!")()(+,-,-%-. )#QK13P-7 R=D&8=@
!"),/%)’% *7##IP3-.7 S8F8=
!"/$%-0%*’’ S#4P31I7 S8F8=
!"+%-&’’ S#4L1PL7 S8F8=
!"+’,0-%1’,-.’. T4!-21I17 S8F8=
!"1%$$,’ *7##IOO337 S8F8=
!"/.,2&(1%$$,’ *7##IOO3O7 S8F8=
!"03%’$%-&,-.’. RI.3 S8F8=
!"#$%03,’ *7##I1-1P S8F8=
!"/3,-%4’-’21 T4!II3L7 S8F8=
5")()(+,-,-%->?9>FH
6%*’-(6,*1,-0%-.
U)IB #A<=8
#%-3 #A<=8
/V002- #A<=8
#%-0 #A<=8
12+O #A<=8

7：7BF:>;,8<=；

*7##：*$:,<E8=7BF:#?&;?,:#%&&:E;<%=，W%EXG<&&:，4(，5/*；

S#4：S8F8=#%&&:E;<%=%C4<E,%9<%&%DB，S8F8=；

)#QK：)8;<%=8&#%&&:E;<%=%CQ=@?>;,<8&K8E;:,<8&，5Y；

T4!：#?&;?,:#%&&:E;<%=，T89%,8;%,<?$G%%,4<E,%9<%&%D<:，/;8;:5=<G:,><;B
%C!A:=;，!A:=;，K:&D<?$H

! 材料和方法

!H! 菌株来源

实验选用P株椰酵假单胞菌

和伯克霍尔德氏菌属中-I个种

的菌株，其中包括唐菖蒲伯克霍

尔德氏菌的O个不同致病型菌

株、椰毒伯克霍尔德氏菌和洋葱

伯克霍尔德氏菌的模式株等。各

个菌株的菌株号及来源见表-。

!"# 染色体$%&提取

将实验菌株接种于J(*固

体培养基OLZ培养过夜；挑取单

个菌 落 接 种 于-P2$T液 体TK
培养基中于OLZ、-I,／$<=振荡

培养过夜；培养液在0222,／$<=
离心P$<=，弃去上清，稍干燥，将

菌体重悬于P$T的/R缓冲液中

（轻微操作），加入-2’/(/溶液

-$T，于.PZ水浴-2$<=，可见菌

体澄清透明；向菌悬液中加入等

体积的饱和酚和二分之一体积的

氯仿—异戊醇（I3[-）充分振摇，

脱蛋白P$<=，1222,／$<=3Z离心

-2$<=使溶液分层；吸取上层水

相，并在水相中加入等体积的氯

体积的氯仿—异戊醇（I3[-）重复脱蛋白I次，使中间无蛋白层；吸取上层水相，在水相中

加入-2$D／$T的W)8>:O2"T，使其终浓度为-22"D／$T，于OLZ温箱中保温-A；加入等
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体积的氯仿!异戊醇（"#$%），充分振摇，&’’’(／)*+离心%’)*+，重复脱蛋白至中间无蛋白

层；吸取上层水相，加入"倍体积的&,-乙醇，用玻璃棒将丝状染色体./0缠在玻璃棒

上，干燥；将./0溶于")1的蒸馏水中，置于2"’3保存。

!"# 待测$%&的包被

以456)7+./0作为阴性对照，调整./0的浓度为%’’!8／)1在沸水中热变性

,)*+，立即置于冰上冷却；用含’9%)76／1:8;6"的<=4缓冲液稀释待测./0浓度为

%’!8／)1，制成包被液。按%’’!1／孔的体积加入微孔板的孔中，>’3作用过夜；弃去包被

液，于#,3干燥后，置于#3冰箱中保存。

!"’ 待测$%&光敏生物素的标记

取待标记的./0溶液，使其总量达到,!8，用乙醇进行沉淀，将沉淀与%,!1的光敏

生物素（>>>!8／)1）充分混匀于%9,)1的离心管中，使沉淀完全溶解；将离心管置于冰

上，打开盖子，在>’’?的灯下光照%,)*+，保持液面与灯的距离为%,@)；向离心管中加

入’9%)76／1的A(*B!C;6"’’!1和"’’!1的正丁醇，涡流混匀；%,’’’(／)*+离心,B，弃去

上层粉红色醇相。

!D( 预杂交与杂交

取出微孔板，恢复至室温，按"’’!1／孔的体积加入预杂交液（%’-的"’E44;、,-的

%’’E.F+G5(HI液、%-的%’’)8／)1变性鲑精./0溶液，,’-的甲酰，JCK9"），>K3作用

%’)*+；将光敏生物素标记的./0溶液在沸水中热变性,)*+后，立即置于冰上冷却，然

后加入>)1的杂交液（%’-的"’E44;、,-的%’’E.F+G5(HI液、%-的%’)8／)1变性

鲑精./0溶液、,’-的甲酰、"9,-的硫酸葡聚糖，JCK9"）充分混匀；弃去微孔板上的预

杂交液，每孔加入’9%)1含有光敏生物素标记./0的杂交液；#,3作用#G；弃去含光敏

生物素标记./0的杂交液，在自动洗板机上用%E44;按’9>)1／孔的体积进行洗板，重

复>次；将"!半乳糖苷酶用含’9,-=40的<=4稀释%’’’倍后，每个孔中加入’9%)1，

>K3作用%’)*+；弃去酶反应液，在自动洗板机上用%E44;按>)1／孔的体积进行洗板，

重复>次；将>:LM用<=4稀释%’’倍后，每个孔中加入’9%)1，>K3作用>’)*+。

!D) 检测

在荧光检测器（ANM;7(JD1IHD，A7OP7）上以激发光光谱为>Q’+)，发射光光谱为

#,’))作为检测条件进行检测，以秃孔板上空白孔调零，利用检测器自动记录各试验孔

的荧光强度值。

!"* $%&+$%&同源性的计算

./0!./0同源性（-）R%’’E（S!/）／（:5T!/）。:5T：自身杂交的荧光强度测定

值；/：作为阴性对照的456)7+./0荧光强度测定值；S：样品荧光强度测定值。

, 结果

本实验用光敏生物素分别标记了唐菖蒲伯克霍尔德氏菌的>个不同致病型菌株（含

模式株）、椰毒伯克霍尔德氏菌及洋葱伯克霍尔德氏菌的模式株，利用微孔板杂交技术，选

用#,3作为杂交温度获得了它们与椰酵假单胞菌和伯克霍尔德氏菌属中其它&个种菌

株的./0!./0的同源性比值，结果如表"：
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表! 实验菌株的"#$%"#$同源性值

!"#$%& ’()*’()+,-,$,./0"$1%2,324156%5247"682

9,17:%,318$"#%$$%5’()

’();,-,$,./0"$1%24,$"#%$$%5’()
!"#$%&’($’

<0=#$%&’($’
(>??@ABCA

!"#$%&’($’

<0=%$$’’)($%
(>??@CDE

!"#$%&’($’

<0=%#%*’)’)($%
(>??@FGBH

!")()(+,-,-%-.

)!>>FFIID

!"),/%)’%

)!>>&GDAI
!"#$%&’($’<0=#$%&’($’
(>??@ABCA
!"#$%&’($’<0=%$$’’)($%
(>??@CDE
!"#$%&’($’<0=%#%*’)’)($%
(>??@FGBH
!")()(+,-,-%-.)!>>FFIID
0")()(+,-,-%-.21#2<=
1%*’-(1,*2%-3%-.;(&/
>,AD
>,AB
9JBBHA
CH*F

AHH CD BD BA

BC AHH BG CH

C& CD AHH BC

CF C& BF AHH
BA CH BD EB

BC CH BG BF
BC C& B& CF
CF BC BA CD
CH BE BF BG

DI

FG

FE

FD
FA

DB
G&
FA
DD

!"),/%)’%)!>>&GDAI FI DD FG &B AHH
!"+%-&’’K>LECGE D& F& &G DI FI
!"/$%-3%*’’K>LGDC& FB FF DH DA FD
!"/.,4&(2%$$,’)!>>&FFDF FA &D F& FG FH
!"2%$$,’)!>>&FFDD FH &F F& FF FH
!"35%’$%-&,-.’.M!>G&G &I &I &G F& FH
!"+’,3-%2’,-.’.NLMAHC&C DE DH FI FC GH
!"#$%35,’)!>>&CACG &B &A &F FH &C
!"/5,-%6’-’42NLM&&DE &G &D DA F& AB

从表&中可以看出：所有实验结果都是以菌株自身的’()同源性是AHHO作为基础

的。待测菌株中，椰酵假单胞菌与唐菖蒲伯克霍尔氏菌的F个不同致病型菌株及椰毒伯

克霍尔德氏菌的’()同源性都比较高（BAO!CDO），均大于EGO，而与洋葱伯克霍尔德

氏菌的’()同源性则较低（FAO!G&O）；唐菖蒲伯克霍尔德氏菌F个不同的致病型菌

株之间及它们与椰毒伯克霍尔德氏菌之间的’()同源性也很高（BAO!CDO），其中唐

菖蒲伯克霍尔德氏菌与椰毒伯克霍尔德氏菌的模式株的’()同源性为CFO和BAO（以

不同的菌种进行标记光敏生物素所得到的结果有一定的差别），而唐菖蒲伯克霍尔德氏

菌、椰毒伯克霍尔德氏菌与伯克霍尔德氏菌属中其它菌种菌株的’()同源性则较低

（&AO!DIO）；洋葱伯克霍尔德氏菌与椰酵假单胞菌和伯克霍尔德氏菌属中的其它菌种

的菌株的’()同源性均比较低（ABO!G&O）。

& 讨论

’()*’()分子杂交的方法很多，其中复性速率法的优点是不需要标记’()，但不

能测定!-值，而且低于FHO在分类学上没有显著性意义，9A核酸内切酶分析法和羟基

磷灰石法测定结果的稳定性不好，需要大量的’()，并且费时。近几年来出现一些只需
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要少量!"#的快速杂交方法［$$，$%］，正逐渐取代上述的传统方法，微孔板杂交法就是其中

的一个。它采用生物素代替同位素标记!"#，在微孔板上进行杂交，所需!"#的量少。

最适反应条件根据杂交液中的盐离子和甲酰胺浓度、杂交温度和待测!"#的&’(
)*+,来确定，杂交温度往往选择比待测!"#的退火温度低--.!-/.（平均-0.），当

然退火温度要求在与杂交液一定的盐离子浓度下测定获得。杂交温度与甲酰胺的关系是

按照每增加$,的甲酰胺，杂交温度降低12/.。根据“细菌系统学研究协调特别委员会”

的建议，!"#3!"#同源性是定义种的一个最重要的指标，!"#3!"#同源性大于等于

41,，5)小于等于6.即定义为同一个种，同源性在-1,!41,之间应认为是同一属内

的不同种，同源性在-1,以下则可能是不同属的种［$-］。

在本实验中分别以唐菖蒲伯克霍尔德氏菌的%个不同致病型菌株、椰毒伯克霍尔德

氏菌和洋葱伯克霍尔德氏菌标记光敏生物素后与6株椰酵假单胞菌进行!"#3!"#杂

交，椰酵假单胞菌与唐菖蒲伯克霍尔德氏菌、椰毒伯克霍尔德氏菌的!"#同源性均大于

41,，而与其它伯克霍尔德氏菌的!"#同源性则小于41,，这说明就染色体!"#来说，

这%个种比较相近。唐菖蒲伯克霍尔德氏菌的%个不同致病型菌株与椰毒伯克霍尔德氏

菌进行杂交得到的!"#3!"#同源性分别为7%,，7-,和8%,，均大于41,；反之以椰

毒伯克霍尔德氏菌标记光敏生物素后再与唐菖蒲伯克霍尔德氏菌的%个菌株杂交的结果

分别为8$,，71,和87,。在此之前，还没有人报道过有关唐菖蒲伯克霍尔德氏菌与椰

毒伯克霍尔德氏菌、椰酵假单胞菌的!"#3!"#同源性的结果。在本实验中，三者的

!"#同源性均大于41,，这说明这三个种菌株的!"#同源性非常高，应归属于同一个

种。这与$/9:!"#序列分析的结果相一致［4］。唐菖蒲伯克霍尔德氏菌与洋葱伯克霍尔

德氏菌的!"#同源性是%-,，与;:<=<)>［$-］的研究结果是一致的。椰毒伯克霍尔德氏

菌与洋葱伯克霍尔德氏菌的!"#同源性是-$,，低于赵乃昕［6］报道的66,，这可能是由

于所使用的测定方法不同造成的，有关!"#3!"#杂交方法的不同所导致的测定结果的

不一致在以前也有过报道［$0］。在本实验中，我们使用的是微孔板定量!"#3!"#杂交

法，而赵乃昕所使用的是复性速率法，二种方法的测定值均低于41,。

依据国际细菌系统发育委员会的原则，特别是!"#3!"#同源性作为判断细菌种水

平“金标准”的特殊意义［$0］，这%个种应归属于同一个种。由于椰毒伯克霍尔德氏菌最早

命名于$7/1［$6］，椰酵假单胞菌最早命名于$784年［%］，唐菖蒲伯克霍尔德氏菌最早分离

于$7$%［$/］年，根据细菌命名委员会的命名优先原则，选取唐菖蒲作为新的合并种的菌

命，即命名为唐菖蒲伯克霍尔德氏菌（?@:=A*+BC:><D+<B>*+>）。
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