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一株海洋细菌 的 扩增及序列分析
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浙江省环境保护科学设计研究院
,

浙江 杭州 。。 浙江省舟山海洋生态环境监测站
,

浙江 舟山

解放军第二军医大学
,

上海

摘要 技术应 用 于环境监测具有快速
、

灵敏
、

准确
、

简便
、

特异性 强 等特点
,

被广泛 应 用 于水体
、

气体和 土

壤的环境污染监测 中
。

将此 方法应 用 于海洋细 菌监测 中
,

从浙江 南部沿 海表层 海水 中分 离到一株海洋细 菌
,

利用细 菌通用 引物对其 进行扩增
。

琼脂糖凝胶 电泳检测 目的 片段约为
。

测序后将所浏得的序列在 网站 中进行相似性搜 索
,

得到该 细 菌的结 果与 口 , 、 八、

的相似性最高
,

为
,

故命名 为哮盐单胞菌属
。

该细 菌的 序列已经提交
,

序

列收 录号为
。
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经典的微生物分类鉴定采取的主要方法是从菌

株的形态学
、

生理生化反应特征以及免疫学特性加

以鉴定
。

但这些经典的方法存在一些难以克服的困

难
,

随着微生物分类学进人 了分子生物学时代
,

人们

已逐渐认识到仅依靠形态
、

生理
、

生化等特征所进行

的分类与鉴定缺乏基因水平 分子层面 的数据作支

持
,

存在一定的局限
,

不能为微生物的分类与鉴定提

供充分有力的证据
。

原核生物核糖体 基 因
,

是最早应用于海洋学研究的核酸分子
,

也是 目前应

用得最 多的序列
。

等
, 〕 年就通 过

序列对微生物及其他生物门类的系统

发生学关系进行了分析
,

并将地球上所有生物划分

为真细菌生物域
、

古菌生物域和真核生物域
,

和

户〕也提出通过可 以直接分析海洋细菌的

序列来确定其种属
,

无需经过培养步

骤
。

近 年的研究发现 基 因有

其特殊的优点 首先该基因在所有的细胞生物中均

存在
,

同时具有相嵌的高度保守区域和可变异或高

度变异 的 区域
,

可 以根 据不 同水平 的分类来设计

引物
,

根据序列的对 比可 以准确地确定物种之

间的亲缘关系
,

特别是对于较远的亲缘关系川
。

当前国际上 已经建立 了多个生物科学的核酸序

列数据库 如
, ,

等 为微生物

的分类鉴定提供了一个非常有用 的参照 系统
,

通过

对未知菌株进行 测序和 比较分

析
,

可以达到分类与鉴定的目的
,

而且通常将某一未

知菌株的 序列与核酸序列数据库

中的已提交的 序列进行同源性比

较
,

便可初步确定该菌株的种属地位〔〕。

目前 序列同源性分析在海洋

微生物分类鉴定工作当中发挥了很大的作用
,

已经

作为一种工具应用于海洋微生物的分类鉴定
。

金黄色葡萄球菌 人少 是人

类化脓感染中最常见的病原菌
,

可引起局部化脓感

染
,

也可引起肺炎
、

伪膜性肠炎
、

心包炎等
,

甚至败血

症
、

脓毒症等全身感染
。

可用青霉素
、

红霉素类抗生

素进行治疗
,

但 目前临床上 已出现许多耐药菌株
,

使

金葡菌感染的治疗越发显得困难
,

因此
,

寻找新的抗

金黄色葡萄球菌的抗生素已迫在眉睫
,

本实验菌株

在抗菌活性测试 中
,

发现其发酵液对金

黄色葡萄球菌有较弦的抑制活性
,

对枯草杆菌
、 和埃希氏大肠杆菌 。 。

有弱抑制性 另文发表
。

有可能可 以开发成为新的

抗生素来源
。

本实 验 对 这 株 具 有 抗 金 葡 菌 活 性 的 菌 株

进行 了 序列同源性分析
,

初

步确定了其分类进化地位
。
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实验菌株 从浙江南部离岸
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作者简介 阂怀
一 ,

女
,

浙江湖州人
,

高级工程师
,

学士 主要从事

环境生物学方面的研究
,

电话
一 一
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,

通讯作者
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的表层海水中分离得到
,

在 培养基上菌落呈

黄色
、

扁平圆形
、

质地柔软
、

不透明等性状
。

革兰染

色呈阴性
。

主要仪器设备

高速低温离心机 公司
,

德

国 电热恒温水浴槽 上海医用恒温设备

厂 系 仪 公司
,

美

国 电泳仪 公司
,

美国 凝胶成

像系统 天能公司
,

中国
。

实验试剂及培养基配方
‘一

一 ‘

上海生物工程公司 仁

一 ‘

上 海 生 物 工 程 公

司 聚合酶
、

混合物
、

、

公司 琼脂

糖
、

国药集团
,

中国 吸附柱式琼脂糖凝胶

回收试剂盒
、

博光生物科技有限公司
,

中国 培养基 蛋白陈
,

酵母膏
,

磷酸

高铁
,

陈海水
,

一
。

实验方 法

发醉培养

将斜面保存的 接种到含有 的

液体培养基中
,

℃
,

摇床培养
。

后收

集培养液
, ,

离心
,

弃上清液
。

菌株总 的提取

发酵液离心沉淀用 佃
、

的 缓

冲液清洗 次
,

而
,

离心 而
,

弃上清
,

沉淀

中加人 拜 无菌水
,

常压煮沸 而
,

而
,

离心
,

上清即为菌株的 抽提液
,

可直接

作为 模板 〕。

基因扩增

扩增引物 采用 细菌通用 引物川 进行 扩

增
。

正向引物 对应于 。 的
’

端 位 置 忆

‘

反 向引物 对应

于 。 的
‘

端 一 位置
‘

一 ‘ 。

反应体系 模板 一 拌 , 拼

只必之理

扩增条件

环循个
尸八

︸共

、
‘

卜矛

℃

℃

℃

℃

℃

预变性

变性

退火

延伸

后延伸

扩增的 产物胶回收

取 林 反应物用 写琼脂糖凝胶

电泳约
,

紫外灯 下 观 察条带位置
。

若在

处有相应条带
,

证 明已成功扩增
。

取 拼

成功扩增的 产物同法电泳
,

在紫外光下迅速割

下 目标条带
,

然后利用上海博光生物科技有限公司

吸附柱式琼脂糖胶 回收试剂盒进行胶回收
。

序列侧序

序列测定委托上海英骏工程公司完成
。

相似性搜索和系统进化树的

构建

将所测得的序列提交
,

并在 网

站 中进行相似性

搜索
。

选 取 相 似 性 较 高 的 个 典 型 序 列 与

的 序列进行 比对
,

构建系统

进化树
,

确定菌株进化位置
。

实验结果

电泳检测结果

取 拜 产物用 的琼脂糖凝胶电泳

检测
,

电泳结果如图
,

目的片段约为
,

说明已

成功扩增
。

含 , ,

卜 , 卜

拌 拌
,

拌 , 拜 ,
拜

。

拌

“ ,

拌 酶
,
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图 菌株 的 扩增产物的电

泳图

,

扩增产物

, ,
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序列侧定结果

菌株的 序列有
,

具体核昔酸

序列见图
。

序列分析结果

将测得的菌株 的 序列提

列与数据库中的数据进行
,

与

的相似性最高
,

为
,

可以认为该菌株属于盐单胞菌属
。

选择了 个同

源性较高的典型菌株序列
,

利用 进行多序

列比对
,

再利用 绘制进化树如图 所示
。

交
,

得到序列接受号为
。

将其序

,

,

,

,

⋯

, ,

,

,

图 菌株 的核昔酸序列

讨论

细菌的 尤其是 具有高度保守

性
,

因此常通过 比较细菌间 的序列差异

来揭示细菌之间差异及分类
。

年国际细菌分类

系统学委员会规定确定新 的属
、

种必 须进行

序列分析或
一

杂交工作
。

对于微生

物的分类鉴定
,

一般认为 序列同源性小

于
,

可以认为属于不同的种
,

同源性小于 纬
,

可 以认为属于不 同的属 , 月 。

本实验 中菌株

的 序列与核酸数据库中的

的相似性最

高
,

可以认为该菌株是属于盐单胞菌属
,

但由于其相

似度小于
,

说明其有可能属于一个新种
,

有待于

进一步的研究
,

包括
一

杂交等实验进行确

认
。

另外
,

有关海洋环境中分离到盐单胞菌已有一

些报道
,

中国药科大学汪辉等〔‘。〕从江苏连云港海域

分离到一株细菌
,

通过生化鉴定属于盐单胞菌属 的

某一种
,

并且经实验分析该细菌的代谢产物具有一

,
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定的抗菌活性和免疫增强功能
,

这与作者的研究结 在
,

它的生物学和生态学特征有待于更进一步的研

果很相似
。

很可能该类细菌在我国东南沿海广泛存 究工作
。
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