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摘要!为探究
OV)

条形码技术在微生物识别方面的应用

前景"对食品中常见的
$

种病原微生物的
%2+FWV)

序列

进行了比对"设计通用引物后"进行
[SW

扩增!测序及数

据库检索"尝试建立一套基于
OV)

条形码的微生物识别

方案#结果表明"扩增的
\'

"

\2

可变区域能准确区分

变形杆菌纲&肠杆菌目!弧菌目!假单胞菌目'的致病菌和

相关干扰菌"对芽孢杆菌纲&芽孢杆菌目'可鉴定到+属,

水平#

关键词!
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条形码$
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$病原微生物$识别
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加拿大动物学家
T@C@FD

等)
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*于
!""'

年提出/

OV)

条形码-的概念%希望用/标准化-的基因片段!如
I"4

基

因#作为物种快速识别的标记%建立起物种名称和生物实

体之间一一对应的关系&经过
%"

余年的发展%科研人员

将
OV)

条形码与基因测序技术相结合%在动植物的相似

种识别方面已经做了大量工作)

!

*

%在国际上建立了多个

与
OV)

条形码相关的合作组织和大型数据库)

'

*

%取得了

初步成效&

(>AA;5=;5D

等)
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*评估了条形码技术与传统形

态学鉴定技术在鱼类分类上的差异%认为
OV)

条形码更

为准确+高效$
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*使用
I"4

基因对中国市场上销

售的各种动物源食品的标签错误问题进行了调查%发现

!'P

的产品标签存在瑕疵$
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等)
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*为识别中国药典中有

毒药用植物及其掺假物%对比了
&

种候选
OV)

条形码的

识别效率%发现
4B:[

基因可用作通用条形码&

对微生物
OV)

条形码的研究虽有文献)

#Y$

*报道%但

相较动植物而言则显得滞后&究其原因是由于微生物具

有物种的多样性和基因的高突变性%找到稳定可靠的保

守基因片段作为研究目标具有一定难度)

1

*

&现有文

献)
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*报道发现适用于原核生物
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条形码研究的目

标基因有
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和
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%其中
\]:=Q#8

在

各大数据库中资源最为丰富%因此对其的研究也相对

集中&

在食品检验领域%

OV)

条形码在肉制品+海产品真

实性鉴定上已有应用)

%!

*

%但对食品中病原微生物的相关

研究尚未开展&研究选择
%2+FWV)

的
\'
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区域为

目标基因片段%对食品中常见病原微生物及其表型类似

株的序列进行分析%目的是建立一种基于
OV)

条形码技

术的快速+准确的识别方法&
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"宝生物工程!大连#有限公司$

电泳级琼脂糖"生工生物工程!上海#股份有限公司$
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种常见病原微生物!见表
%

#和
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种表型类似株!大

肠埃希氏菌+奇异变形杆菌+普通变形杆菌+弗氏柠檬酸

杆菌+产气肠杆菌+斯氏李斯特氏菌+英诺克李斯特氏菌+

伊氏李斯特氏菌+枯草芽孢杆菌+蕈状芽孢杆菌+巨大芽

孢杆菌+溶藻弧菌+霍乱弧菌+荧光假单胞菌+表皮葡萄球

菌#"
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菌株库和广东环凯微生物科技

有限公司&
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仪器与设备
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型%美国
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型%美国
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菌株纯化及核酸提取

菌株活化后用非选择性培养基划线分离%挑取单个

菌落接种增菌肉汤%!
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培养!
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&将菌悬

液振荡混匀后%取
%?*4-
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下离心
*46<
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弃上清液%使用适量的无菌生理盐水洗菌
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次%最后一次

离心时尽量吸干剩余液体&在沉淀物中加入
'"

#
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的
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溶液并使其重新悬浮%然后在
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沸水

中保持
%"46<

%立即置于冰上冷却
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%所得上清液作为扩增模板%
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引物设计
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交替排列)
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&设计
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条形码通用引物时应考虑将

上下游引物落在
S

区%中间包含一个或数个
\

区&在
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中搜索表
%

中
$

种病原微生物的
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基

因组编码序列%选择尽可能完整的序列%目的是包含所研

究的
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功能分析菌种间
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基因的同源性和

变异性%用
[F64@F[F@46@F2

设计适合在不同菌种间扩增

的通用引物&共测试了两对通用引物!表
!

#%其中通用引

物
%

为项目组自行设计%通用引物
!

为项目组对文献)
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中的引物进行改良所得&引物序列由宝生物工程!大连#

有限公司合成&
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预变性
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变性
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#!g

延伸
%*"I

%循

环
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次%

#!g

再延伸
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&取
*

#

-

反应产物进行
%P

的琼脂糖凝胶电泳%用凝胶成像系统分析扩增产物&将

琼脂糖凝胶上的电泳条带切下%按照琼脂糖
OV)

纯化试

剂盒说明书进行提取纯化后%送至宝生物工程!大连#有

限公司进行基因测序鉴定&

%?2

!

数据处理

将测序所得的序列除去首尾各
'"C

J

碱基%选择合适

的数据库进行序列比对&

Z@<(5<a

是最为常用的比对数

据库%序列资源非常丰富%但其质量良莠不齐$而
WO[

是

基于细菌和真菌的核糖体序列信息建立的专业数据库%

最新版本已包含
''*2$"1

条
%2+FWV)

信息%可提供足

够可靠的比对信息&采用
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的
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行综合分析&

%?#
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干扰菌测试

按照
%?'

中描述的试验步骤%对
%*

种干扰菌进行纯

化并提取核酸&使用表
!

中的
!

对通用引物分别进行

[SW

扩增%后续
[SW

扩增按照
%?*

中所述的步骤进行%数

据处理按照
%?2

中所述执行&

!

!

结果与分析
!?%

!

电泳图谱

由于所扩增的
!'

种测试菌株分别属于
&

个/目-+

2

个/科-及
%%

个/属-%为了实现扩增效率的最大化%在设

计通用引物时使用了简并碱基&从图
%

和图
!

可以看

出%试验条件下%通用引物
%

和
!

对所有目标片段均进行

了有效的扩增%电泳条带清晰明亮%大小符合预期%没有

发生引物二聚体的现象%说明通用引物的适用性较强&

!?!

!

序列比对

经比对%在
Z@<(5<a

数据库中%通用引物
%

扩增的序

列
[@F=@<DUA@<D6D

G

最低值为
1#?12P

%通用引物
!

扩增的

序列
[@F=@<DUA@<D6D

G

最低值为
1$?1%P

$经
WO[

数据库

的
S75II6K6@F

检索%所有序列的/门+纲+目+科+属-信息匹

配率为
%""P

%通用引物
%

扩增的序列在
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!
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因此%不论是在
Z@<(5<a

数据库还是在
WO[

数据库

进行检索%序列的匹配率均符合预期值%所有菌种的序列

均能准确鉴定到/属-水平%部分能准确鉴定到 /种-水平

!见表
'

#&通用引物
%

和通用引物
!

的扩增产物虽然长

度相差近
'""C

J

%但是对试验所涉及的目标菌的识别能

力基本一致%仅在福氏志贺氏菌的比对结果上存在差异&

%

"

1

泳道分别为
OV) Q5Fa@F

+鼠伤寒沙门菌+阪崎肠杆菌+福氏

志贺氏菌+副溶血性弧菌+铜绿假单胞菌+单核细胞增生李斯特氏

菌+蜡样芽孢杆菌+金黄色葡萄球菌

图
%

!

食品中
$

种常见病原微生物的
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条形码

电泳图谱
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菌种识别

根据表
'

所列信息%对
$

种常见的病原微生物及相

关
%*

种表型类似菌株按所属/目-/科-进行分类后%统计

OV)

条形码序列在不同分类水平上的菌种识别能力%如

图
'

+

&

所示&可以发现%

%2+FWV)

的
\'

"

\2

区域能较

好地鉴别弧菌目+假单胞菌目和芽孢杆菌目的葡萄球科

相关菌种%可明确区分其中的致病菌和非致病菌$而对芽

孢杆菌目中的李斯特氏菌科+芽孢杆菌科中的相关菌种

只能鉴别到/属-水平%还需要借助其他技术手段才能达

到区分的目的$对肠杆菌科目肠杆菌科的菌种识别中%沙

门氏菌属和志贺氏菌属不能鉴定到/种-水平%但可以明

确区分肠杆菌科的其他属%由于食品中分离出的沙门氏

菌属和志贺氏菌属均属于致病菌范畴%因此也能达到病

原微生物识别的目的&

部分菌种仅能识别到/属-水平%在/种-水平给出了

多个可能的鉴定结果%可能由于这些菌种在
\'

"

\2

区

域的序列过于近似%引物设计时可考虑扩增其他一个或

几个可变区域&

!!

OV)

条形码结合基因测序技术极大地提高了物种分

类学的准确性和高效性)

%2Y%#

*

%其最大优势在于可以实现

对未知物种的识别&目前%基因测序技术已经发展到了第

三代%每一代技术各具优势%应用场景也存在差异&例如

高通量测序可快速实现对环境样品中微生物进行宏观普

查%节约了大量时间+人力成本%但同时由于得到的信息量

大%干扰数据多%因此针对性不强&而试验建立的方法其

成本和技术门槛较低%试验结果无需生物信息学专业人士

分析%适用于普通实验室中单一样品或单一菌落分析&

但是%在
OV)

条形码试验设计及执行过程中有以下

几点需要引起重视"

'

不同物种间通用引物的设计需要

%

"

%2

泳道分别为
OV) Q5Fa@F

+大肠埃希氏菌+奇异变形杆菌+

普通变形杆菌+弗氏柠檬酸杆菌+产气肠杆菌+斯氏李斯特氏菌+

英诺克李斯特氏菌+伊氏李斯特氏菌+枯草芽孢杆菌+蕈状芽孢杆

菌+巨大芽孢杆菌+溶藻弧菌+霍乱弧菌+荧光假单胞菌+表皮葡萄

球菌

图
!

!

%*

种表型类似菌株的
OV)

条形码电泳图谱
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表
'

!

序列比对结果

B5C7@'

!

B;@F@I>7DIEKI@

f

>@<=@576

8

<4@<D

菌种
通用引物

%

目 科 属 种

通用引物
!

目 科 属 种

鼠伤寒沙门菌
) ) )

`

) ) )

`

阪崎肠杆菌
) ) ) ) ) ) ) )

福氏志贺氏菌
) ) )

`

) ) ) )

副溶血性弧菌
) ) ) ) ) ) ) )

铜绿假单胞菌
) ) ) ) ) ) ) )

单核细胞增生李斯特氏菌
) ) )

`

) ) )

`

蜡样芽孢杆菌
) ) ) ) ) ) ) )

金黄色葡萄球菌
) ) ) ) ) ) ) )

大肠埃希氏菌
) ) ) ) ) ) ) )

奇异变形杆菌
) ) ) ) ) ) ) )

普通变形杆菌
) ) ) ) ) ) ) )

弗氏柠檬酸杆菌
) ) ) ) ) ) ) )

产气肠杆菌
) ) ) ) ) ) ) )

斯氏李斯特氏菌
) ) )

`

) ) )

`

英诺克李斯特氏菌
) ) )

`

) ) )

`

伊氏李斯特氏菌
) ) )

`

) ) )

`

枯草芽孢杆菌
) ) ) ) ) ) ) )

蕈状芽孢杆菌
) ) )

`

) ) )

`

巨大芽孢杆菌
) ) ) ) ) ) ) )

溶藻弧菌
) ) ) ) ) ) ) )

霍乱弧菌
) ) ) ) ) ) ) )

荧光假单胞菌
) ) ) ) ) ) ) )

表皮葡萄球菌
) ) ) ) ) ) ) )

合计
!' !' !' %2 !' !' !' %#

(((((((((((((((((((((((((((((((((((

图
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+目,水平的菌种识别

.6

8

>F@'

!

+DF56<6A@<D6K6=5D6E<5DD;@

+

EFA@F

,

7@H@7

图
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+科,水平的菌种识别
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考虑的因素较多$

(

对纯化后的核酸质量!如纯度+浓度#

要求较高%否则会出现套峰或无法检测的情况$

)

测序长

度一般控制在
&""

"

$""C

J

的范围内%且首尾
!"C

J

左右

的序列由于准确度较差%需舍去后再进行数据库比对$

*

菌种的
%2+FWV)

数据库信息需进一步更新+完善%以

增加菌种识别的范围和准确度&

'

!

结论
中国现行食品安全检验标准体系中涉及病原微生物

的检测均为针对某一指定菌种进行分离鉴定%强调检验

*%

安全与检测
+).3BX RUV+[3SBUNV

总第
!'!

期
"

!"!%

年
!

月
"



结果的特异性%而对产品中可能存在的其他微生物风险

无法全面覆盖&试验基于细菌的
%2+FWV)

%对
OV)

条

形码在食品生物安全领域的应用进行了探索&依照试验

设计%选择
\'

"

\2

区域作为目标片段%对变形杆菌纲

!肠杆菌目+弧菌目+假单胞菌目#具有足够的分辨率%能

准确识别食品中的致病菌和相关干扰菌%而对芽孢杆菌

纲!芽孢杆菌目#的鉴定将范围缩小到了/属-水平%减轻

了进一步识别的工作量&在食品病原微生物研究范畴

内%

I"4

+

A

K

']̂

或其他基因片段是否能实现更高的识别

效率%还有待进一步验证&

OV)

条形码技术能实现在较

低的技术平台上对未知微生物的无靶标识别%极大地方

便了企业查因溯源及监管机构开展风险评估&
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淀粉酶等
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种食品添加剂新品种和氢氧化钙等
2

种

食品相关产品新品种的安全性评估材料通过审评机构

专家审查&

其中%

%"

种食品添加剂新品种包括"
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种食品工业

用酶制剂新品种!
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/

淀粉酶+蛋白酶+乳糖酶#+

&

种扩大

使用范围的食品添加剂品种!二氧化硅+番茄红+可得

然胶+可得然胶#+
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种扩大使用范围的食品工业用加工

助剂!丁烷+磷酸4湿法5#+
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种扩大使用范围的食品营
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