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摘  要: 为提高嗜盐放线菌的研究效率, 快速、准确的从大量分离菌株中去除重复菌株、筛选出

目的菌株, 在特异性引物快速定属的基础上, 以嗜盐放线菌链单孢菌属的 34 株菌株为研究对象, 
采用与 PCR 相结合的单链构象多态性分析(PCR-SSCP), 扩增出 16S rRNA 基因中的两个高变区, 
根据结果对 34 株菌株进行聚类分析, 并将其 16S rRNA 基因片段测序予以验证。结果表明, 聚类

后 34 株菌株可大致分为 3 类, 且与 16S rRNA 基因片段分析结果一致。从而可快速去除重复菌株

并反映出菌株间的系统进化关系。同时实验数据可构建成库, 使后续分离菌株的筛选工作只需比

对数据即可完成, 利于提高工作效率, 降低实验成本。 
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Rapid Selection of Halophilic Streptomonospora  
Strains by PCR-SSCP 

CAI Man  ZHI Xiao-Yang  WU Jin-Yuan  TANG Shu-Kun  LI Wen-Jun*

(The Key Laboratory for Microbial Resources of the Ministry of Education, Yunnan Institute of Microbiology, 
Yunnan University, Kunming 650091) 

Abstract: To improve the efficiency of halophilic actinobacteria screening and carry out the rapid selection 
of targeted strains, we tested 34 strains of Streptomonospora by PCR-single strand conformation polymor-
phism analysis (PCR-SSCP) based on genus-specific primers for the PCR identification. This approach em-
ploys PCR with two pairs of primers located in the 16S rRNA sequence flanking two variable region, then 
build clustering tree according as SSCP data. Synchronously, we sequenced all the 16S rRNA partial se-
quences for these strains to verify them. The results showed that the PCR-SSCP analysis was an efficient, 
easy-to-handle and economic method for rapid selection of halophilic actinobacteria resources.
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随着对极端环境放线菌资源的不断重视, 寻找
嗜盐放线菌新物种的方法也不断创新, 这使得放线

菌分类工作者在短时间内得到大批分离菌株成为现

实。然而面对大量形态相似的极端环境放线菌, 快
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速从中筛选出目的菌株就成为后续研究工作的瓶

颈。聚合酶链式反应 -单链构象多态性分析 (PCR- 
SSCP)在 1989年作为一种快速、灵敏的筛选点突变
和反映基因多态性的方法被提出[1]。此方法主要基

于DNA单链上碱基及碱基顺序的不同来检测差异
性。近些年它得到了不断完善和发展, 目前已经成
为临床上快速检测细菌抗药性突变和环境微生物中

研究微生物群落多样性的重要技术手段。本实验利

用属的特异性引物从大量分离菌株中筛选出嗜盐放

线菌链单孢菌属菌株 , 并首次将PCR-SSCP技术运
用于放线菌属内菌株的去重复工作中, 不仅可以高
效、节省的去除重复菌株, 而且通过聚类分析在无
序列的情况下即可基本反映出菌株间的系统进化关

系。同时将每次分离菌株的SSCP图谱条带信息构建
成库, 可使后续分离筛选工作只需与库内数据比对
即可去除重复菌株, 也能体现出分离结果的多样性, 
从而进一步指导分离方法的改善。 

1  材料和方法 

1.1  实验菌株 
实验所用全部菌株由本实验室从新疆、青海和

埃及的盐碱环境土壤中分离得到。 

1.2  基因组 DNA 的提取 
参照Li等[2]描述的方法提取。 

1.3  链单孢菌属菌株的快速筛选 
参照Zhi等[3]描述的方法完成。 

1.4  PCR-SSCP 实验 
1.4.1  引物的选择及PCR扩增：PCR扩增采用两对
细菌的通用引物 [4 ] , P13P(5′-AGGCCCGGGAAC 
GTATTCAC), P11P (5′-GAGGAAGGTGGGGATGA 
CGT); ER10(5′-GGCGGACGGGTGAGTAA), ER11 
(5 ′ -ACTGCTGCCTCCCGTAG)。其扩增片段为 
216 bp和 255 bp, 分别对应于 E. coli 16S rRNA 基
因的 V6 和 V2 区, 由上海生工生物工程有限公司 
合成。 

扩增条件：95℃ 4 min; 加 Taq酶后 95℃ 30 s, 
55℃ 30 s, 72℃ 30 s, 30个循环; 72℃后 5 min。扩
增产物经琼脂糖凝胶检测后用纯化试剂盒(上海生
工生物工程有限公司) 切胶纯化。 
1.4.2  SSCP 分析：PCR 产物与 3 倍上样缓冲液 
(二甲苯氰 0.006 g, 溴酚蓝 0.01 g, 0.5 mol/L EDTA  
0.8 mL, 甲酰胺至 20 mL)混合, 99℃变性 10 min 

后立即冰浴 10 min。处理产物上样于 8％非变性 
聚丙烯酰胺凝胶中电泳, 1×TBE, 4℃, 200V, 2 h  
40 min。 

电泳结束后, 参照Bassam等 [5]描述的方法进行

银染。获得的SSCP图谱用凝胶成像分析软件记录, 
然后使用NTSYSpc 2.1 软件构建菌株间的聚类树。
全程仅需 6 h。 

1.5  16S rRNA 基因片段 PCR 扩增及系统发育 
分析 
1.5.1  PCR扩增及产物测序：参照李文均等[6]描述

的方法扩增并对 16S rRNA基因部分序列测序, 测序
由上海生工生物工程有限公司协助完成。 
1.5.2  系统进化树的构建及分析：将测序结果用

CLUSTAL X[7]软件进行多序列比对并计算菌株之

间的序列相似性, 采用邻接法[8], 用MEGA 3.1[9]构

建出菌株间的系统发育树。 

2  结果 

经属的特异性引物对全部分离菌株的扩增检测, 
共筛选出 34株嗜盐放线菌链单孢菌属菌株。 

2.1  SSCP 图谱 
34株菌纯化后的 PCR产物经变性、冰浴得到单

链, 其在 8％非变性聚丙烯酰胺凝胶中电泳。部分结
果如图 1 和图 2 所示。结果证实, 两对引物扩出的
两条不同片段经变性后均产生单链条带。且从图 1
可以看出：YIM 90586、YIM 90593和 YIM 91353
条带一致, YIM 92066、YIM 92086和 YIM 91439条
带一致, 同时 YIM 91424和 YIM 91498的电泳结果
也较为相似。从图 2可以明显看出：YIM 90494和
YIM 91394条带一致,  YIM 92082、YIM 90577和
YIM 91353条带一致, 其他菌株则各有差异。 

 

 
 
图 1  8 株菌的 SSCP 图谱 
Fig. 1  SSCP profile of eight strains  
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图 2  10 株菌的 SSCP 图谱 
Fig. 2  SSCP profile of ten strains 

 
2.2  菌株聚类分析 

为了更直观的反映出 34 株链单孢菌属菌株之

间的关系, 我们将凝胶中的条带信息转换为数据信

息, 利用 NTSYSpc 2.1软件通过 UPGMA分析得到

了以上菌株的聚类树(图 3)。聚类树上, 34株菌在标

尺处大致分为 3支。在系数 1.00处聚在一起的菌株

其图谱条带是完全一致的, 因此可以视为重复菌株, 

这样在去除重复菌株后研究范围即可缩小 55％。 

2.3  基于 16S rRNA 基因片段序列的系统发育 
分析 

用引物 PA 对 34 株链单孢菌属菌株 16S rRNA

基因片段测序后, 我们根据邻接法用 MEGA 3.1 构

建了系统发育树(图 4)。很明显, 34株菌也大致分为

了 3 支。第一支上有 12 株, 以 YIM 90577、YIM 

90562等 6株菌的关系最近。第二支上有 7株菌, 以 

YIM 91398、YIM 90608及 YIM 90566关系最近。
而第三支是最大一支有 15 株菌, 以 YIM 91424、
YIM 90598等 9株菌关系最近。此结果与聚类分析
一致。 

2.4  序列登录号(Accession number) 
 本次研究所得序列的 GenBank 登录号为：
EU442550-EU442566。 

3  讨论 

根据 SSCP 图谱条带信息构建的聚类树与基于
16S rRNA 基因片段构建的系统发育树表达出了较
为一致的信息。聚类树第一分支中的 9 株菌在系统
发育树中也完全聚在一支上, 同时与其他 8 株菌聚
类关系较远的菌株 YIM 90002在系统发育树上也表
现出了与其余菌株较远的亲缘关系。同样, 聚类树 

 

 
 

图 3  34 株菌株的聚类树 
Fig. 3  The clustering tree polt of 34 strains
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图 4  34 株链单孢菌属菌株基于 16S rRNA 基因片段序列的系统发育树 
Fig.4  Phylogenetic tree of 34 strains of Streptomonospora based on l6S rRNA gene partial sequences. Data in parentheses are 

the GenBank accession numbers. The numbers at the nodes indicate the levels of bootstrap support based on 
neighbour-joining analysis of 1000 resampled datasets 

 
第二、第三分支中的菌株在系统发育树上也分别聚

为两大支。此结果表明, 仅通过 PCR-SSCP 得到的
菌株条带信息即可正确的反映出菌株间的大致进化

关系。在此基础上, 根据聚类树上系数 1.00 处的标
尺我们还可以把重复菌株去除, 快速筛选出后续实
验的目的菌株。 

但两树中也有差异存在。如在聚类树第一分支

中YIM 91353和YIM 92082与另 5株菌在系数 1.00
处聚为一支, 他们的SSCP图谱条带是一样的, 但在
基于 16S rRNA 基因片段序列构建的系统发育树中
这两株菌表现出了差异性。这是由于SSCP技术本身
也存在局限性, 当电泳片段大小在 200 bp以内时该
技术的差异检出率可在 90％以上, 随着片段增大表
现差异的正确率就降低[10]。本PCR-SSCP实验中的扩
增片段即为 16S rRNA基因中的两小段, 分别为 216 

bp和 255 bp, 且其承载的信息量有限, 因此会与用
相对较完整的 16S rRNA基因片段序列构建的系统
发育树有不同。这一点同时也说明PCR-SSCP实验中
引物的选择与设计是至关重要的。我们也可以看到, 
系统发育树中进化关系较近的YIM 90554 和YIM 
90544在聚类分析树中却相距很远。这两株菌与YIM 
90577 等同枝菌株的建树序列在相同位置有 3 个碱
基的差异, YIM 90544又单独存在一个差异, 因此表
现出了系统发育树上的关系。但SSCP图谱条带的差
异不仅与序列差异的多少有关也与差异的位点有关, 
与此同时构建聚类树和系统发育树的软件算法不同, 
所以差异的存在是正常的。 

总之, 勿庸置疑, PCR-SSCP技术可以高效、准
确、简单的进行属内菌株去重复, 反映菌株间的大
致进化关系, 从而实现快速筛选目的菌株, 提高了 
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工作效率, 降低了实验成本。面对目前高度信息化
的生物技术时代, 将每次分离菌株的 PCR-SSCP 图
谱条带信息收集建库, 使后续分离筛选工作只需与
库内数据比对即可去除重复菌株, 也能体现出分离
结果的多样性, 从而进一步指导分离方法的改善。
这对于大幅提高基础资源研究者的工作效率也是极

有帮助的。 
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