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用多位点序列分析技术鉴定９株产高光学纯度Ｄ乳酸野生菌株
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　　摘　要：目的　对从某发酵食品中分离纯化出的９株产高光学纯度Ｄ乳酸的野生菌株（ＳＺＤ菌株）进行鉴定。方法　先结合

表型特征及１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析将ＳＺＤ菌株鉴定到种的水平，再通过综合分析ｈｓｐ６０、ｐｈｅＳ、ｒｐｏＡ及ｔｕｆ基因的多位点序列

分析（ＭＬＳＡ）技术将其鉴定到亚种的水平。结果　ＳＺＤ菌株的１６ＳｒＲＮＡ基因序列与棒状乳杆菌扭曲亚种及棒状亚种相应序列

的相似率均达９９．９％以上。ＳＺＤ菌株的ｐｈｅＳ基因序列与棒状乳杆菌棒状亚种及扭曲亚种的相应序列的相似率分别为１００％和

９７．８７％，而ｒｐｏＡ基因序列与棒状乳杆菌棒状亚种及扭曲亚种的相应序列的相似率分别为９８．６５％和１００％；ｔｕｆ基因序列与棒状

乳杆菌两个已知亚种相应序列的相似率均为９９．００％以上，而ｈｓｐ６０基因序列与棒状乳杆菌两个已知亚种相应序列的相似率均

为９９．００％以下。在用应用算术平均数的非加权成组配对法构建的基于１６ＳｒＲＮＡ、ｈｓｐ６０、ｔｕｆ和ｐｈｅＳ基因的进化树中，ＳＺＤ菌

株独立于棒状乳杆菌的两个已知亚种而自成一支。因此，将ＳＺＤ菌株鉴定为棒状乳杆菌的一个新亚种。结论　结合表型特征及

１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析将ＳＺＤ菌株鉴定为棒状乳杆菌，最后通过基于ｈｓｐ６０、ｐｈｅＳ、ｒｐｏＡ及ｔｕｆ基因的 ＭＬＳＡ技术将其鉴定为

棒状乳杆菌一个新的亚种。
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犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．２０．００４ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）２０２６４７０３

犃狊狋狌犱狔狅狀犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狑犻犾犱狊狋狉犪犻狀狊狆狉狅犱狌犮犲犱犺犻犵犺狅狆狋犻犮犪犾狆狌狉犻狋狔犇犾犪犮狋犻犮犪犮犻犱狏犻犪犕犔犛犃狋犲犮犺狀狅犾狅犵狔

犢犪狅犌犪狀犵
１，２，犎狌犎狅狀犵狔犪狀

３，犔犻犪狀犵犎狌犻
３，犣犺犪狀犵犑犻犪狀狆犲狀犵

４△

（１．犡犻狀狓犻犪狀犵犕犲犱犻犮犪犾犆狅犾犾犲犵犲，犡犻狀狓犻犪狀犵，犎犲′狀犪狀４５３００３，犆犺犻狀犪；２．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犚犲狊狆犻狉犪狋狅狉狔犕犲犱犻犮犻狀犲，犉犲狀犵狓犻犪狀犵

犆狅狌狀狋狔犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犛犺犪犪狀狓犻，犉犲狀犵狓犻犪狀犵，犛犺犪犪狀狓犻７２１４００，犆犺犻狀犪；３．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犆犾犻狀犻犮犪犾犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔；４．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳

犚犲狊狆犻狉犪狋狅狉狔犕犲犱犻犮犻狀犲，狋犺犲犌犲狀犲狉犪犾犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犆犺犻狀犲狊犲犘犲狅狆犾犲′狊犃狉犿犲犱犘狅犾犻犮犲犉狅狉犮犲狊，犅犲犻犼犻狀犵１０００３９，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙｎｉｎｅｓｔｒａｉｎｓｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅｂａｃｔｅｒｉａ（ＳＺＤｓｔｒａｉｎｓ）ｗｈｉｃｈｐｒｏｄｕｃｅｄｈｉｇｈｏｐｔｉｃａｌｐｕｒｉｔｙＤｌａｃｔｉｃ

ａｃｉｄｆｒｏｍａｆｅｒｍｅｎｔｅｄｆｏｏｄ．犕犲狋犺狅犱狊　Ａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆ１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅ，ｔｈｅＳＺＤ

ｓｔｒａｉｎｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｔｏｔｈｅｓｐｅｃｉｅｓｌｅｖｅｌ，ａｎｄｔｈｅｎｔｈｅｓｅｉｓｏｌａｔｅｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｔｏｔｈｅｓｕｂｓｐｅｃｉｅｓｌｅｖｅｌｖｉａｔｈｅｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅ

ａｎａｌｙｓｉｓ（ＭＬＳＡ）ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｂａｓｅｄｏｎｈｓｐ６０，ｐｈｅＳ，ｒｐｏＡａｎｄｔｕｆｇｅｎｅｓ．犚犲狊狌犾狋狊　Ｔｈｅｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｒａｔｅｓｏｆｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｏｆ１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅａｍｏｎｇｔｈｅＳＺＤｓｔｒａｉｎｓ，Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｃｏｒｙｎｉｆｏｒｍｉｓｓｕｂｓｐ．ｃｏｒｙｎｉｆｏｒｍｉｓａｎｄＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｃｏｒｙｎｉｆｏｒｍｉｓｓｕｂｓｐ

ｔｏｒｑｕｅｎｓｗｅｒｅｍｏｒｅｔｈａｎ９９．９％．ＴｈｅｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｒａｔｅｓｏｆｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｐｈｅＳｇｅｎｅａｍｏｎｇｔｈｅＳＺＤｓｔｒａｉｎｓ，Ｌａｃｔｏｂａ

ｃｉｌｌｕｓｃｏｒｙｎｉｆｏｒｍｉｓｓｕｂｓｐ．ｃｏｒｙｎｉｆｏｒｍｉｓａｎｄＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｃｏｒｙｎｉｆｏｒｍｉｓｓｕｂｓｐ．ｔｏｒｑｕｅｎｓｗｅｒｅ１００％ａｎｄ９７．８７％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｗｈｉｌｅ，

ｔｈｅｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｒａｔｅｓｏｆｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｒｐｏＡｇｅｎｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｓｅｓｔｒａｉｎｓｗｅｒｅ９８．６５％ａｎｄ１００％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅ

ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｒａｔｅｓｏｆｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔｕｆｇｅｎｅａｍｏｎｇｔｈｅＳＺＤｓｔｒａｉｎｓａｎｄｔｗｏｋｎｏｗｎｓｕｂｓｐｅｃｉｅｓｏｆＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｃｏｒｙｎｉ

ｆｏｒｍｉｓｗｅｒｅｍｏｒｅｔｈａｎ９９．００％；ｉｎｃｏｎｔｒａｓｔ，ｔｈｅｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｒａｔｅｓｏｆｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｈｓｐ６０ｇｅｎｅａｍｏｎｇｔｈｅｓｅｓｔｒａｉｎｓ

ｗｅｒｅｌｅｓｓｔｈａｎ９９．００％．Ｔｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂｙｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄｐａｉｒｇｒｏｕｐｍｅｔｈｏｄｕｓｉｎｇａｒｉｔｈｍｅｔｉｃａｖｅｒａｇｅｂａｓｅｄｏｎ１６Ｓ

ｒＲＮＡ，ｈｓｐ６０，ｔｕｆａｎｄｐｈｅＳｇｅｎｅｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅＳＺＤｓｔｒａｉｎｓｗｅｒｅｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｏｆｔｈｅｔｗｏｋｎｏｗｎｓｕｂｓｐｅｃｉｅｓｏｆＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｃｏｒｙ

ｎｉｆｏｒｍｉｓ，ａｎｄｆｏｒｍｅｄａｕｎｉｑｕｅｂｒａｎｃｈ．Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ，ｔｈｅＳＺＤｓｔｒａｉｎｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓａｎｏｖｅｌｓｕｂｓｐｅｃｉｅｓｏｆＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｃｏｒｙｎｉｆｏｒ

ｍｉｓ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　Ａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｌ６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅ，ＳＺＤｓｔｒａｉｎｓａｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ

ａｓＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｃｏｒｙｎｉｆｏｒｍｉｓ．ＴｈｅｓｅｉｓｏｌａｔｅｓａｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓａｎｏｖｅｌｓｕｂｓｐｅｃｉｅｓｏｆＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｃｏｒｙｎｉｆｏｒｍｉｓｖｉａｔｈｅＭＬＳＡｔｅｃｈ

ｎｏｌｏｇｙｂａｓｅｄｏｎｈｓｐ６０，ｐｈｅＳ，ｒｐｏＡａｎｄｔｕｆｇｅｎｅｓｆｉｎａｌｌｙ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ；　ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ；　Ｄｌａｃｔｉｃａｃｉｄ；　ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｃｏｒｙｎｉｆｏｒｍｉｓ

　　乳酸学名α羟基丙酸，是一种重要的可降解、无污染的化

工原料，其在食品、医药、化妆品、农药、高分子材料等领域有着

广泛的用途，具有重要的经济价值［１］。由于乳酸分子中有一个

不对称的碳原子，因此有两种旋光异构体，即右旋乳酸（Ｄ乳

酸）和左旋乳酸（Ｌ乳酸）。目前Ｌ乳酸的生产工艺和分离制

备技术已非常成熟，而Ｄ乳酸的制备较为复杂、且成本较高，

同等级的Ｄ乳酸价格约为Ｌ乳酸的５～１０倍。乳酸的生产主

要采用发酵法，发酵法制备Ｄ乳酸的主要技术瓶颈是缺乏产

高光学纯度（光学纯度大于９７％）Ｄ乳酸的菌株。因此，产高

光学纯度Ｄ乳酸菌株的选育具有重大的研究价值和广阔的应

用前景。作者从某发酵食品中分离并纯化出９株野生菌株，产

Ｄ乳酸光学纯度达１００％，将其命名为ＳＺＤ菌株，初步鉴定为

棒状乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｃｏｒｙｎｉｆｏｒｍｉｓ）。本文拟通过多位点

序列分析（ＭＬＳＡ）技术综合分析这９株野生菌株的１６Ｓ

ｒＲＮＡ、ｈｓｐ６０、ｐｈｅＳ、ｒｐｏＡ及ｔｕｆ基因序列以对其进行进一步

鉴定。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂　９株ＳＺＤ菌株均分离自陕西的一种发酵食
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品，编号分别为ＳＺＤ１、ＳＺＤ２、ＳＺＤ３、ＳＺＤ４、ＳＺＤ５、ＳＺＤ６、

ＳＺＤ８、ＳＺＤ９、ＳＺＤ１０，其中具有代表性的４株（ＳＺＤ２、ＳＺＤ５、

ＳＺＤ９、ＳＺＤ１０）保藏于中国微生物菌种保藏管理委员会普通

微生物中心，保藏编号分别为：ＣＧＭＣＣＮｏ．６８９１～６８９４。

ＭＲＳ肉汤培养基基础（北京奥博星生物技术有限责任公

司）。Ｃｈｅｌｅｘ１００树脂（美国ＢｉｏＲａｄ公司），琼脂糖Ｇ１０（美国

Ｇｅｎｅ公司），溴乙啶（美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司），ＥｘＴａｑ聚合酶试剂

盒及ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ均购自宝生物工程大连有限公司。

１６ＳｒＲＮＡ基因的扩增采用１６ＳｒＲＮＡ基因细菌通用引物
［２］，４

个蛋白编码管家基因的扩增用引物均为自行设计，上述引物均

由上海生工生物工程有限公司合成，引物序列见表１。

表１　　ＳＺＤ菌株各目的基因扩增用引物

目的基因 引物序列（５′～３′）

１６ＳｒＲＮＡ Ｆ：ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ

Ｒ：ＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ

ｈｓｐ６０ Ｆ：ＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＣＧＡＣＣＡＣＴＧＣ

Ｒ：ＧＴＴＣＣＡＣＧＧＡＴＣＴＴＧＴＴＣ

ｐｈｅＳ Ｆ：ＣＣＧＡＡＡＧＡＴＣＡＴＣＣＣＧＣＴＣＧＣ

Ｒ：ＡＴＣＡＡＣＧＣＣＣＧＣＴＧＣＣＴＴＣ

ｒｐｏＡ Ｆ：ＧＣＧＧＣＧＴＡＴＣＣＴＣＴＴＧＧＣＴＴ

Ｒ：ＴＣＡＴＣＡＴＧＴＣＡＧＣＴＴＣＡＧＴＣＴＴＧＴ

ｔｕｆ Ｆ：ＣＧＣＡＡＣＴＧＡＴＧＧＣＣＣＡＡＴＧＣＣ

Ｒ：ＡＴＧＡＣＧＧＣＣＡＣＣＴＴＣＧＴＣＣＴＴＧ

１．２　仪器　其林贝尔干式恒温器ＧＬ１５０（江苏海门市其林贝

尔仪器制造有限公司），ＴＧ１６ＷＳ台式高速离心机（长沙卢湘

仪离心机仪器有限公司），ＴＣ３１２ＰＣＲ 仪（英国 Ｔｅｃｈｎｅ公

司），ＥＰＳ１００核酸电泳仪（上海圣科仪器设备有限公司），Ｇｅｌ

Ｌｏｇｉｃ１００凝胶电泳成像仪（美国Ｋｏｄａｋ公司）。

１．３　方法

１．３．１　基因组ＤＮＡ提取　先用无菌去离子水配制５％Ｃｈｅｌ

ｅｘ１００树脂溶液。在１．５ｍＬ离心管中吸取５％Ｃｈｅｌｅｘ１００树

脂溶液２００μＬ，用无菌竹签从 ＭＲＳ固体培养基上挑取适量菌

落置入离心管中搅拌，制成相当于０．５个麦氏浊度的菌悬液。

将装有菌悬液的离心管剧烈振荡３０ｓ后置入干式恒温器

１００℃加热１０ｍｉｎ，冷却至室温后１２８８０×ｇ离心５ｍｉｎ，上清

移入另一离心管中作为扩增模板，－２０℃保存备用。

１．３．２　ＰＣＲ反应扩增目的基因　将上述制备的ＳＺＤ菌株基

因组ＤＮＡ作为ＰＣＲ扩增的模板，反应体系由１０×ＥｘＴａｑ

Ｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ
２＋ Ｐｌｕｓ）５μＬ、ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ（各２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）４μＬ、

引物Ｆ（１０μｍｏｌ／Ｌ）及引物Ｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）各２μＬ、ＥｘＴａｑ聚

合酶（５Ｕ／μＬ）０．２５μＬ、基因组ＤＮＡ４μＬ组成，最后用无菌

去离子水补足至５０μＬ。１６ＳｒＲＮＡ基因的ＰＣＲ反应条件为：

９５℃预变性５ｍｉｎ，然后９５℃变性１ｍｉｎ，６０℃退火３０ｓ，

７２℃延伸２ｍｉｎ，３０个循环后７２℃延伸５ｍｉｎ。４个蛋白编码

基因的ＰＣＲ反应条件为：９５℃预变性５ｍｉｎ，然后９５℃变性

３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循环后７２℃延伸

５ｍｉｎ。

１．３．３　目的基因扩增结果检测　取５μＬＰＣＲ产物于１．５％

琼脂糖凝胶电泳，溴乙啶染色后通过凝胶电泳成像仪照相观

察，确认目标基因扩增成功后，ＰＣＲ产物送北京天一辉远生物

科技公司测序。

１．３．４　目的基因同源性鉴定及系统发育分析　登陆核糖体工

程数据库（ｈｔｔｐ：／／ｒｄｐ．ｃｍｅ．ｍｓｕ．ｅｄｕ／ｉｎｄｅｘ．ｊｓｐ）和 ＧｅｎＢａｎｋ

（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｎｂａｎｋ），将测得的ＳＺＤ菌

株的１６ＳｒＲＮＡ基因序列及蛋白编码基因序列与基因库中已

注册的核酸序列进行同源性比对，检索出核糖体工程数据库中

与ＳＺＤ菌株１６ＳｒＲＮＡ基因序列同源性最高的已知分类地位

的２０个乳杆菌菌种的模式菌株作为参考菌株，然后从 Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ中检索出参考菌株的相应目的基因序列。将ＳＺＤ菌株

与参考菌株的目的基因序列用 ＭＥＧＡ５．０软件包
［３］进行多重

序列比对（ＣｌｕｓｔａｌＷ法），然后用应用算术平均数的非加权成

组配对法（ＵＰＧＭＡ）构建系统进化树，并进行１０００次ｂｏｏｔ

ｓｔｒａｐ自举分析以检验置信度。

２　结　　果

２．１　１６ＳｒＲＮＡ基因扩增结果　所有菌株的１６ＳｒＲＮＡ基因

均扩增成功，反应产物经电泳检测在约１５００ｂｐ处有一清晰条

带，与预期目的片段长度相符，见图１（见《国际检验医学杂志》

网站主页“论文附件”）。

２．２　４个蛋白编码基因扩增结果　棒状乳杆菌的４个蛋白编

码基因均扩增成功，反应产物经电泳检测目的条带清晰特异，

与预期目的片段长度相符，见图２（见《国际检验医学杂志》网

站主页“论文附件”）。

２．３　目的基因测序结果　扩增的９个ＳＺＤ菌株各目的基因

的测序结果除两侧末端参差不齐外中间片段完全一致，将各目

的基因中间完全一致的片段提交至ＧｅｎＢａｎｋ，登录号见表２。

表２　　ＳＺＤ菌株各目的基因序列ＧｅｎＢａｎｋ登录号

基因名称 ＧｅｎＢａｎｋ登录号 序列长度（ｂｐ）

１６ＳｒＲＮＡ ＪＸ９１４６６０ １４４７

ｈｓｐ６０ ＪＸ９６２３５５ ５１３

ｐｈｅＳ ＪＸ９６２３５６ ４２３

ｒｐｏＡ ＪＸ９６６３４１ ６８７

ｔｕｆ ＪＸ９６２３５７ ５９１

２．４　目的基因同源性鉴定及系统发育分析结果　ＳＺＤ菌株的

１６ＳｒＲＮＡ基因及４个蛋白编码基因序列与棒状乳杆菌同源

性最高，与棒状乳杆菌比对的结果见表３（见《国际检验医学杂

志》网站主页“论文附件”）。ＳＺＤ菌株的１６ＳｒＲＮＡ基因与其

他乳杆菌菌种同源性最高的为Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ．ｂａｃｋｉ，最大序列

相似率为９６％；ｈｓｐ６０基因及ｐｈｅＳ基因与其他乳杆菌菌种同

源性最高的均为双发酵乳杆菌，最大序列相似率分别为８５％

和８０％；ｒｐｏＡ基因与其他乳杆菌菌种同源性最高的为米酒乳

杆菌，最大序列相似率为７９％；ｔｕｆ基因与其他乳杆菌菌种同

源性最高的为干酪乳杆菌，最大序列相似率为８４％。

３　讨　　论

通过前期研究得知，９株ＳＺＤ菌株均为革兰阳性短杆菌，

无芽孢、无分叉、无动力，兼性厌氧，在ｐＨ４．５生长，接触酶及

氧化酶阴性，不产吲哚和硫化氢，不液化明胶，从葡萄糖产Ｄ

乳酸但不产气。所有ＳＺＤ菌株均发酵甘露醇、葡萄糖、蔗糖、

果糖、半乳糖及甘露糖，不发酵乳糖、苦杏仁苷、阿拉伯糖、纤维

二糖、松三糖、木糖及海藻糖，大部分发酵麦芽糖，部分菌株发

酵葡萄糖盐。ＳＺＤ菌株的上述表型特征与棒状乳杆菌相符。

目前棒状乳杆菌分为棒状亚种和扭曲亚种。所有ＳＺＤ菌株均

水解七叶灵并发酵水杨苷，部分菌株发酵山梨醇，与棒状乳杆

菌扭曲亚种的特性不符；所有ＳＺＤ菌株均产Ｄ乳酸，使牛奶酸

化，不发酵蜜二糖、棉子糖，大部分不发酵鼠李糖，与棒状乳杆

菌棒状亚种的特性不符。因此，根据表型特征无法将ＳＺＤ菌

株鉴定为棒状乳杆菌两个已知亚种中的任何一种。

目前１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析已成为微生物系统分类与

鉴定研究中最有用和最常用的分子计时钟，在细菌的鉴定中被

认为是“金标准”。有学者认为序列相似率大于９９％鉴定为同

一个种，介于９５％～９９％鉴定为同一属
［４］。所有ＳＺＤ菌株的
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１６ＳｒＲＮＡ基因序列与棒状乳杆菌棒状亚种及扭曲亚种相应

序列的相似率均达９９．９％以上。因此，所有ＳＺＤ菌株均鉴定

为棒状乳杆菌，但棒状乳杆菌两个已知亚种的１６ＳｒＲＮＡ基因

序列之间差异太小，仅凭１６ＳｒＲＮＡ这一个基因无法将ＳＺＤ

菌株鉴定至亚种水平。

ＭＬＳＡ技术通过对多个基因信息进行相互比较、综合分

析，可以得到一个比较全面可信的物种间的关系［５］。作者通过

综合分析编码ＲＮＡ聚合酶α亚基的ｒｐｏＡ基因、编码苯丙氨

酰ｔＲＮＡ合成酶α亚基的ｐｈｅＳ基因
［６］、编码翻译延伸因子Ｔｕ

的ｔｕｆ基因以及编码热休克蛋白６０的ｈｓｐ６０基因
［７］以对ＳＺＤ

菌株进行进一步的鉴定，这些基因较１６ＳｒＲＮＡ基因具有更高

的分化程度，因而鉴定分辨率更高，更适于亲缘关系较近的种

或亚种之间的鉴定［８９］。Ｎａｓｅｒ等
［９］通过分析代表９８个种和

１７个亚种的２０１株乳酸杆菌的ｐｈｅＳ及ｒｐｏＡ基因序列发现，

ｐｈｅＳ基因的种间差异大多超过１０％，种内差异大多超过３％；

ｒｐｏＡ基因的种间差异大多超过５％，种内差异大多超过２％。

ＳＺＤ菌株的４个蛋白编码基因与其他乳杆菌菌种的同源性差

异均大于或等于１５％，与棒状乳杆菌的同源性均差异均小于

３％，故ＳＺＤ菌株均鉴定为棒状乳杆菌。ＳＺＤ菌株ｐｈｅＳ基因

序列与棒状乳杆菌棒状亚种及扭曲亚种的相应序列的相似率

分别为１００％和９７．８７％，而ｒｐｏＡ基因序列与棒状乳杆菌棒状

亚种及扭曲亚种的相应序列的相似率分别为９８．６５％和

１００％；ｔｕｆ基因序列与棒状乳杆菌两个已知亚种相应序列的相

似率均为９９．００％以上，而ｈｓｐ６０基因序列与棒状乳杆菌两个

已知亚种相应序列的相似率均为９９．００％以下。以上结果表

明，ＳＺＤ菌株的４个蛋白编码基因序列和棒状乳杆菌的两个已

知亚种均不完全相符。在用 ＵＰＧＭＡ 法构建的基于１６Ｓ

ｒＲＮＡ、ｈｓｐ６０和ｔｕｆ基因的进化树中，ＳＺＤ菌株及棒状乳杆菌

的两个已知亚种聚类在亲缘关系最近的一个分支上，但ＳＺＤ

菌株又单独形成一个分支。在基于ｐｈｅＳ基因构建的进化树

中，棒状乳杆菌的两个已知亚种聚类在同一个分支上，而ＳＺＤ

菌株与草乳杆菌聚类于另一个分支。ＳＺＤ菌株从系统发育上

独立于棒状乳杆菌的两个已知亚种而自成一支。

综上所述，ＳＺＤ菌株鉴定为棒状乳杆菌的一个新亚种，建

议命名为棒状乳杆菌陕西亚种，模式菌株为 ＣＧＭＣＣＮｏ．

６８９１。但无论是１６ＳｒＲＮＡ序列还是上述４个蛋白编码基因

序列分析，都只是针对基因组的一部分序列进行分析，并非全

基因组水平分析，因而具有一定的局限性［１０］。因此，ＳＺＤ菌株

的最终鉴定分类还需要全基因组水平上的鉴定技术，如ＤＮＡ

的Ｇ＋Ｃ含量测定、ＤＮＡＤＮＡ杂交、限制性片段长度多态性、

扩增片段长度多态性及全基因组测序等。
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