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摘要(采用
#%7=:*3

基因序列分析法对
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年
.

!

/

月广

东省食品检验所桶装水专项抽检中筛查所得的
,#

株铜绿假

单胞菌!

5K&9I.J./4K4&C9

0

'/.K4

"进行复核鉴定$菌株经纯

化培养后提取总
8*3

#采用细菌
#%7=:*3

通用引物进行

#%7=:*3

基因序列扩增#

9D:

扩增产物经
"1

琼脂糖凝胶

电泳后#进行序列测定#序列经人工校对后用
D(AB>@(h

进行

比对分析#最后用
UE53-)#

软件构建系统发育树$系统发

育分析结果表明'

,#

株铜绿假单胞菌与原鉴定结果一致$

其中#编号
"0F!Fg]

(

#$$F-F̀U

(

#$%F!F̀U

菌株形成一个分

支#

",F#FW8

单独为一支#其余
..

株野生菌和铜绿假单胞菌

标准菌株
3VDD".,-!

聚为一群$该研究是
"$#-

年
-

月
"0

日中国开始实施
5?#/"/,

)

"$#0

*食品安全国家标准 包装

饮用水+以来#广东省首次对水源性铜绿假单胞菌进行的研

究#为下一步菌种污染朔源等研究提供依据$

关键词!铜绿假单胞菌&
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基因&序列分析&系统发
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铜绿假单胞菌(

5K&9I.J./4K4&C9

0

'/.K4

)又称为绿脓杆

菌!

#,."

年由
7HI='<><=

命名!在分类学上属于细菌界变形菌

门
#

F

变形菌纲假单胞菌目假单胞菌科假单胞菌属!为无芽孢

端生单鞭毛革兰氏阴性小杆菌!典型嗜氧化能异养代谢"该

菌在自然界分布广泛!存在于水#土壤#空气以及人和动物皮

肤及肠道中.

#

/

"该菌具有强大的环境适应性和生存能力!尤

其适应潮湿的环境!甚至能适应太空微重力环境!形成生物

被膜而呈现出地球上未曾见过的独特柱状冠层结构.

"

/

"该

菌是重要的食源性致病菌之一!能感染拟南芥.

!

/和窝苣.

02-

/

等较高等植物!能感染新杆状线虫.

%2.

/

#果蝇.

,

/和大蜡螟.

/

/

等无脊椎动物"更严重的是!铜绿假单胞菌也能感染免疫力

下降或缺失的病人#囊性纤维化病人#烧伤和手术患者!会引

发炎症和败血症!假如该菌在人体重要器官如肺部#尿道和

肾脏定植!则可能会危及生命.

#$

/

"但对于健康者来说!铜绿

假单胞菌是机会性致病菌"

近年来!饮水安全越来越受到人们的重视!饮用水中铜

绿假单胞菌的污染情况也日渐受到关注"

"$#"

年李飞.

##

/在

广东省矿泉水厂和山泉水厂采集了
"$%

份水样!其中
0!

份

#"



水样检测出有铜绿假单胞菌!污染率为
"$)/1

"徐励琴

等.

#"

/在
"$#"

!

"$#!

年间对惠州市
,$

批次的桶装水检测中

共检出
,

份水样含有铜绿假单胞菌!污染率为
#$)$1

"

"$#!

年魏磊.

#!

/对全国
/

个省
!%

家厂家
#$,

份水样中筛查出
!%

株铜绿假单胞菌"

"$#-

年!蔡双福.

#0

/在广东市场上
#%,

份

水样检测中检出
"

份水样含有铜绿假单胞菌!不合格率为

#)"1

"

7C(+@U)E)e

等.

#-

/从自来水#瓶装矿泉水和井水中分

离得到的
!$

株铜绿假单胞菌!并进行了药敏毒力因子等相

关研究"

&<JC<=8)

等.

#%

/调查了希腊国内的瓶装矿泉水中微

生物情况!从
#//-

!

"$$!

年间共采集
#-".

份样品!检出
/$

份铜绿假单胞菌!污染率为
-)/1

"

中国关于饮用水的标准有
5?-.0/

*

"$$%

+生活饮用水

卫生标准,#

5?,-!.

*

"$$,

+饮用天然矿泉水,及
"$#-

年
-

月
"0

日开始实施的
5?#/"/,

*

"$#0

+食品安全国家标准

包装饮用水,"

5?#/"/,

*

"$#0

代替了
5?#/"/,

*

"$$!

+瓶

(桶)装饮用水卫生标准,#

5?#.!"0

*

"$$!

+瓶(桶)装饮用纯

净水卫生标准,#

5?#.!"!

*

#//,

+瓶装饮用纯净水,!对包装

饮用水中致病菌的检测设定了更严格的要求!即同一批次
-

份样品中不得检出铜绿假单胞菌"为保障广大人民群众饮

水安全!针对
5?#/"/,

*

"$#0

+食品安全国家标准 包装饮用

水,新标准的实施!广东省食品检验所在
"$#-

年
.

!

/

月开

展了广东省桶装饮用水专项抽检"从中筛查出
,#

株野生型

铜绿假单胞菌!在此基础上!本研究期望通过
#%7=:*3

基

因序列分析法!在分子生物学水平上对
,#

株野生型铜绿假

单胞菌进行复核鉴定!旨在为建立具有广东特色的水源性铜

绿假单胞菌菌种资源库和朔源数据库奠定基础"

#

!

材料与方法
#)#

!

原料与仪器

#)#)#

!

样品来源

#

株铜绿假单胞标准菌株
3VDD".,-!

'广东环凯生物

技术有限公司&

,#

株野生型菌株(见表
#

)'均是
"$#-

年
.

!

/

月广东省

食品检验所桶装水专项抽检中依据
5?

-

V,-!,

*

"$$,

+饮用

天然矿泉水检验方法,#

5?#/"/,

*

"$#0

+食品安全国家标准

包装饮用水,筛查所得"

表
#

!

试验所用野生型菌株

V@;(<#

!

WC(N>

LQ

<B>=@CJBAB<NCJ'A==<B<@=HI

序号 编号
!

菌株来源 序号 编号
!

菌株来源 序号 编号
!

菌株来源

# ,FeTg

肇庆
", /,F̀U

江门
-- #!#FTeT

惠州

" ,F#FeTg

肇庆
"/ #$$F#F̀U

江门
-% #!!F#F̀U

江门

! /F#FUU

茂名
!$ #$$F!F̀U

江门
-. #!!F"F̀U

江门

0 #/FUU

茂名
!# #$$F"F̀U

江门
-, #!!F-F̀U

江门

- "0F#Fg]

清远
!" #$$F0F̀U

江门
-/ #!%F#Fg]

清远

% "0F"Fg]

清远
!! #$$F-F̀U

江门
%$ #!%F"Fg]

清远

. "0F!Fg]

清远
!0 #$"F"F̀U

江门
%# #!.F#F̀]

揭阳

, "0F0Fg]

清远
!- #$"F-F̀U

江门
%" #!.F"F̀]

揭阳

/ "%F#FeT̀

湛江
!% #$!F!Fa7T

佛山
%! #!.F!F̀]

揭阳

#$ "%F"FeT̀

湛江
!. #$0F#F̀U

江门
%0 #!.F0F̀]

揭阳

## ".F"FUU

茂名
!, #$0F0F̀U

江门
%- #!.F-F̀]

揭阳

#" ".F0FUU

茂名
!/ #$-F#F̀U

江门
%% #0%F#F̀]

揭阳

#! ",F#F85

东莞
0$ #$-F"F̀U

江门
%. #0%F"F̀]

揭阳

#0 ",F"F85

茂名
0# #$-F!F̀U

江门
%, #0%F!F̀]

揭阳

#- 0.F"Fa7T

佛山
0" #$%F!F̀U

江门
%/ #0%F0F̀]

揭阳

#% 0.F-Fa7T

佛山
0! #$%F0F̀U

江门
.$ #0%F-F̀]

揭阳

#. 0,F#Fa7T

佛山
00 #$.F#F̀U

江门
.# #0/F"FTeT

惠州

#, 0,F"Fa7T

佛山
0- #$.F"F̀U

江门
." #-0F#FT]

河源

#/ 0,F!Fa7T

佛山
0% #$.F0F̀U

江门
.! #-%F#FTeT

惠州

"$ -$F7T5

韶关
0. #$,F#F̀U

江门
.0 #-%F"FTeT

惠州

"# --F#F7T5

韶关
0, #$,F0F̀U

江门
.- #-%F!FTeT

惠州

"" --F"F7T5

韶关
0/ #$,F-F̀U

江门
.% #-%F0FTeT

惠州

"! --F!F7T5

韶关
-$ #$/F"F̀U

江门
.. #-%F-FTeT

惠州

"0 --F0F7T5

韶关
-# #$/F!F̀U

江门
., #%#F"FTeT

惠州

"- --F-F7T5

韶关
-" #$/F0F̀U

江门
./ #%#F-FTeT

惠州

"% -%F0FT]

河源
-! #"!FTe

惠州
,$ #%"F#FeT7T

中山

". -%F-FT]

河源
-0 #"!F#FTe

惠州
,# #%"F#FeT7T

中山

""

基础研究
!

"$#%

年第
##

期
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!

培养基及主要试剂

营养肉汤'广东环凯生物技术有限公司&

8*3

提取试剂盒和
8*3 G@=R<="$$$

'日本
V@R@=@

公司&

电泳级琼脂糖'西班牙
?C'S<B>

公司&

超纯水#

"

%

TB

VU

UCX

#

-$

%

V3E

#

5'(N&C<S

'广州民塞

生物科技有限公司&

9D:

引物由北京华大基因研究中心合成"

#)#)!

!

主要仪器设备

?C'G<>=@8*3

扩增循环仪'

VF

Q

='P<BBC'J@(>I<=G'H

L

H(<=

型!德国
?C'G<>=@

公司&

[&9

凝胶成像仪'

6G@

K

<gA@J>!-$B

L

B><G

型!美国
5E

T<@(>IH@=<

公司&

微量核酸测定仪'

*3*Z

型!日本岛津公司&

全自动灭菌锅'

7hF.$$

型!日本
V'G

L

公司&

超净工作台'

7WFD̀F"a8

型!中国苏净安泰公司&

电热恒温培养箱'

8T9F/$-"

型!上海一恒科学仪器有限

公司"

!

#)"

!

试验方法

#)")#

!

菌体培养
!

将保存于
!$1

甘油#

2,$\

的铜绿假单

胞菌复壮培养后!在平板上划线分离!培养
#,I

后挑取单菌

落接种到
#-GO

液体培养基中!

!%\

培养
#,I

"

#)")"

!

8*3

提取
!

按照
V@R@=@8*3EX>=@H>C'JYC>&<=)!)$

提取
,#

株野生型铜绿假单胞菌和
#

株铜绿假单胞菌标准菌

株
3VDD".,-!

总
8*3

!用微量核酸测定仪检测
8*3

的

,

"%$JG

-

,

",$JG

值"提取的
8*3

保存于
2"$\

冰箱中"

#)")!

!

9D:

扩增及电泳检测
!

根据文献.

#.

/的方法!选用

".a

-

#0/":

扩增
#%7=:*3

基因片段!正向引物序列
".a

'

-lF3535VVV53VDDV55DVD35F!l

!反 向 引 物 序 列

#0/":

'

-lF55VV3DDVV5VV3D53DVVF!l

"扩增 反 应 在

?C'G<>=@V9='P<BBC'J@(9D:

仪上进行"反应体积为
"-

#

O

!

其成分为'

"

#

O8*3

模板(浓度
"-

#

K

-

#

O

)!

"

#

O

引物(浓度

#$

#

G'(

-

O

)!

#")-

#

O"

%

TB

VU

UCX

!超纯水补足
"-

#

O

"扩

增程序为'首先
/- \

预变性
-GCJ

&然后
/0 \

变性
0-B

!

-,\

退火
0-B

!

."\

延伸
#GCJ!$B

!共进行
!-

个循环&最

后
."\

延伸
-GCJ

"扩增结束后用
")$1

琼脂糖凝胶电泳检

测扩增产物(含
$)$$-1 5'(N+C<SB>@CJCJ

K

)"

#)")0

!

序列测定
!

#%7=:*3

基因序列测定由北京华大基

因研究中心完成"

#)")-

!

#%7=:*3

基因序列分析与构建
!

参考程池等.

#,

/的

方法!采用序列图谱软件
DI='G@B

!参照正#反向序列图谱!

对序列人工校对"将
,#

株野生型菌株的
#%7=:*3

基因序

列在
*D?6

上用
?O37V

进行同源性比较"从
5<J?@JR

核酸

序列数据库中下载假单胞属恶臭假单胞菌(

5K&9I.J./4K

S

9D'I4

!

*D$$"/0.)!

)的
#%7=:*3

基因序列!与铜绿假单胞

标准菌株
3VDD".,-!

及
,#

株野生型菌株序列一起!用

D(AB>@(h

软件进行序列比对(

@(C

K

JG<J>

)!然后利用
UE53

-)#

生物学软件构建系统发育树!采用
*<C

K

I;'=F̀'CJCJ

K

法进

行系统发育分析!并进行
#$"-

次重复的
?''>FB>=@

Q

B

统计学

检验"

"

!

结果与讨论
")#

!

菌种
8*39D:

扩增后琼脂糖凝胶电泳检测与分析

铜绿假单胞菌标准菌株
3VDD".,-!

和
,#

株野生型菌

株
8*3

提取后经琼脂糖凝胶电泳分析结果见图
#

!所提取

片段均约为
#0"-;

Q

的特异条带!与预期大小相符"

U)U@=R<=

!

D)

阳性对照
!

*)

阴性对照

图
#

!

,#

株铜绿假单胞菌
#%7=:*3

的
9D:

扩增产物

aC

K

A=<#

!

#%7=:*39D:@G

Q

(CPCH@>C'J

Q

='NAH>B'P,#

5K&9I.J./4K4&C9

0

'/.K4

")"

!

#%7=:*3

基因序列分析及系统树构建

随着核酸测序技术的发展!通过
#%7=:*3

基因的序列

测定!从分子遗传进化和分子水平上对细菌进行鉴定!已得

到越来越广泛的应用!也越来越科学.

#/

/

"

#%7=:*3

基因序

列被称为$细菌化石%!因为在漫长的生物进化过程中!

#%7=:*3

基因序列的变化非常缓慢!具有高度的保守性!可

以用来标记生物的进化距离和亲缘关系!而利用
#%7=:*3

序列中可变区序列的差异!则可以鉴定不同菌属#菌种的细

菌"

#%7=:*3

基因序列是细菌分类鉴定的主要依据之一!

研究.

"$

/表明!

#%7=:*3

序列同源性小于
/.1

!属于不同的

种!同源性小于
/!1

!

/-1

!则属于不同的属"程池等.

#,

/采

用
#%7=:*3

基因序列分析法对中国工业微生物菌种保藏

管理中心保藏的
--

株枯草芽孢杆菌进行复核鉴定!发现有
!

株菌种与原鉴定结果存在差异"张晓娟等.

"#

/采用
#%7

=:*3

基因序列分析对西南菌种站收集保藏的
"!

株芽孢杆

菌进行了复核鉴定!发现有
#!

株与原学名一致!有
/

株需要

进一步核实"朱飞舟等.

""

/通过
#%7=:*3

基因序列分析鉴

定
#0

种病原细菌!发现其中
#"

种细菌可以鉴定到$种%!

"

种

细菌可以鉴定到$属%"刘大佳等.

"!

/采用
#%7=:*3

基因分

析技术鉴定正畸患者矫治前龈沟液的细菌种类!共鉴定出

0!

株菌"吴至成等.

"0

/对不同地理种群栖稻假单胞菌株进行

了
#%7=:*3

基因序列分析!发现大部分栖稻假单胞菌可根

!"

第
!"
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##

期 曾晓琮等'

,#

株铜绿假单胞菌
#%7=:*3

基因序列测定及系统发育学分析
!



据
#%7=:*3

基因序列鉴别不同地理种群株"

本研究将
,#

株野生型菌株的
#%7=:*3

基因序列在

*D?6

上用
?O37V

进行同源性比较!结果发现
,#

株菌与铜

绿假单胞杆菌模式菌(

*D$$"-#%)"

)的同源性均在
//1

!

#$$1

!由此可以判定
,#

株野生菌均为铜绿假单胞菌"图
"

是以假单胞菌属中恶臭假单胞菌(

5K&9I.J./4K

S

9D'I4

!

*D

$$"/0.)!

)为外群的
#%7=:*3

基因序列系统发育树!从系统

发育树上看!

,#

株分离株和
#

株标准菌株分成了
!

个大的分

支!编号
.

(

"0F!Fg]

)!

!!

(

#$$F-F̀U

)!

0"

(

#$%F!F̀U

)形成一个

分支!编号
#!

(

",F#F85

)单独为一支!其余
..

株野生菌和标准

菌株
3VDD".,-!

聚为一群"图
"

所示铜绿假单胞菌群内

#%7=:*3

差异非常小!当这些序列在
D(AB><=h

构建系统发生

树时!由于序列差异太小!系统发生树不会显示其清晰的分析

结构"这也从反面说明了它们的高度相似性和一致性.

"-

/

"

标尺表示
$)-1

的序列差异&分支上的数据表示
?''>B>=@

Q

值

图
"

!

基于
#%7=:*3

基因序列的
,#

株铜绿假

单胞菌系统发育树

aC

K

A=<"

!

VI<

Q

I

L

('

K

<J<>CH>=<<'P,#5K&9I.J./4K

4&C9

0

'/.K4;@B<N'J#%7=:*3B<

M

A<JH<

!

!

结论
本研究采用

#%7=:*3

基因序列分析法对广东省食品

检验所
"$#-

年
.

!

/

月桶装水专项抽检中筛查所得的
,#

株

铜绿假单胞菌进行复核鉴定"经序列比对发现!

,#

株野生

菌与
5<J?@JR

中铜绿假单胞杆菌模式菌的同源性均在

//1

!

#$$1

!

,#

株野生菌均为铜绿假单胞菌"从系统发育

树发现!

,#

株分离株和
#

株标准菌株分成了
!

个分支!清远

"0F!Fg]

!江门
#$$F-F̀U

!江门
#$%F!F̀U

形成一个分支!东莞

",F#F85

菌株单独为一支!其余
..

株野生菌和标准菌株

3VDD".,-!

聚为一群"本研究推测地域可能是造成菌株

#%7=:*3

变异的主要原因.

"%

/

"而同属于一支的江门分离

株
#$$F-F̀U

#

#$%F!F̀U

来自同一地区的不同厂家!两者是否

存在联系!是否存在交叉污染!则有待进一步调查研究"

本研究是
"$#-

年
-

月
"0

日中国开始实施
5?#/"/,

*

"$#0

+食品安全国家标准 包装饮用水,以来!广东对全省重

要城市的水源性铜绿假单胞菌进行的研究!初步建立了具有

广东特色的水源性铜绿假单胞菌菌种资源库!为饮用水中铜

绿假单胞菌的风险识别及污染朔源提供了数据基础!对保障

该省居民饮水安全具有重要意义"对本研究中所复核鉴定

的铜绿假单胞菌进行药敏分析#毒力因子分析以及分子分型

研究将会是下一步研究的重点"
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程序!可以看出刀路优化后的
*D

程序变得更加复杂多变!

但是刀具路径基本一致"从优化的结果来看!优化后的刀具

路径大大节省了加工时间!提高了工作效率"

图
##

!

优化时间计算
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优化前刀具路径
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!

优化后刀具路径
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