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摘  要：高通量细菌鉴定是微生物领域的重要研究课题，对于疾病诊断和环境监测具有重要意

义。相比传统的表型鉴定方法，分子遗传学鉴定方法具有稳定性高、检测周期短以及成本较低

等特点，成为了主流的鉴定方法。特别是下一代 DNA 测序技术、核酸分子检测基础上的细菌

检测芯片、质谱技术基础上的蛋白质图谱分析为高通量、快速、准确乃至定量的细菌鉴定提供

了可行性方案。 
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The research progress of high-throughput bacterial species 
identification 
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Abstract: High-throughput bacterial species identification is an important research topic in the area 
of microbiology, which plays a pivotal role in the disease diagnosis and environmental monitoring. 
Compared to the traditional phenotypic identification methods, molecular methods have the features 
of higher stability, shorter detection period and lower cost, which are becoming the main trend in the 
bacterial species identification. Especially, next generation sequencing technique, the detection chips 
based on nucleic acid identification, the protein profile analyses based on mass spectrometry provide 
the valid means for high-throughput, fast, accurate and quantitative bacterial species identification. 
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高通量细菌鉴定是微生物领域中重要的研究

课题之一，对于疾病预防与环境检测具有重要意 

义[1]。鉴定(Identification 或 Determination)是指借

助于现有的微生物分类系统，通过特征测定，确定

未知的、新发现的或未明确分类地位的微生物所应

归属分类群的过程。原则上，一个具有广泛意义的

细菌鉴定方法应符合以下标准：分辨大多数细菌的

能力；从尽量少的样本中鉴定出全部细菌；根据显

性的没有明显特征的细菌寻找到其同源的物种；能

够对细菌样本进行立即、灵活和高通量的分析；操
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作简单；迅速得到结果。 

为达到此标准，研究人员发展了多种细菌鉴定

方法。总体上，细菌分类鉴定方法包括表型鉴定法

和分子遗传学鉴定法两大类，分成 4个水平：细菌

形态和生理生化水平、细胞组分水平、蛋白质水平

和核酸水平[2]。细菌形态和生理生化水平是传统的

细菌分类鉴定方法，后三者则是分子水平上的鉴定

方法，它们能够为细菌分类鉴定提供相对于表型分

析更可靠的依据。分子鉴定方法具有代表性的有免

疫诊断技术、基因测序、核酸分子检测技术和蛋白

质图谱分析等。与传统方法相比，这些方法由于基

于分子层面，细菌中的基因和蛋白质在很长时间内

都不会发生变化，因此具有更好的稳定性。同时，

由于省去了繁琐的理化试验步骤，检测周期短，人

力物力消耗相对较少。本文将对其中常用的 DNA

测序和核酸分子杂交方法，新发展的蛋白质组学鉴

定方法加以详细介绍。 

1  DNA 测序方法 

生物细胞 DNA分子的一级结构中既含有保守

的片段，又含有变化的碱基序列。保守的片段反映

了生物物种间的亲缘关系，而高变片段则表征了物

种间的差异。这些保守或高变的特征性核苷酸序列

构成了细菌按不同分类级别(如科、属、种)鉴定的

分子基础。16S rDNA是编码原核生物核糖体小亚

基 rRNA (16S rRNA)的 DNA 序列，长度约为     

1 540 bp，存在于所有细菌染色体基因组中。   

16S rDNA分子大小适中，突变率小，是细菌系统

分类学研究中最常用的“分子钟”。目前，已有上千

种细菌的 16S rDNA序列被测定，并载入基因库。

由于 16S rDNA序列的保守性和存在的普遍性，适

于开展对细菌的各种分类研究。 

DNA 测序技术在细菌鉴定上具有明显的优

势。传统的细菌检测方法大多只针对特定的、可培

养的细菌，并且耗时较长。对于可培养细菌约需   

2 d的检测时间，对于生长较慢的菌种需要 7 d左

右，对于实验室无法培养的细菌则无能为力。而且

传统方法难以区分某一传染是由一个还是多个菌

种所引起。16S rDNA测序在分子水平上进行细菌

鉴定，克服了传统培养方法的多种局限性，对于罕

见细菌、慢生长细菌、未培养细菌等的鉴定尤为重

要[3]。该技术不仅提供了传染病的病原学解释，而

且能够帮助医生挑选抗生素、决定治疗时间、确定

传染病控制过程。但基于第一代测序技术的细菌检

测需要花费相当长的时间进行 DNA序列扩增，并

且成本较高。 

第二代测序技术，又称下一代测序技术，是相

应于以 Sanger 测序法为代表的第一代测序技术而

得名。第二代测序中的 3种主流测序技术为依次出

现的 Roche/454 焦磷酸测序(2005年)、Illumina/ 

Solexa 聚合酶合成测序(2006年)和 ABI/SOLiD 连

接酶测序(2007年)技术。与 Sanger测序相比，下一

代测序技术的突出特征是，单次运行产出序列数据

量大，故而又称为高通量测序技术[4]。高通量测序

技术的进步极大地促进了以测序为基础的细菌检

测技术的发展，它能够以更高的速度进行大规模的

平行分析，减少试剂成本和所需的样本量。由于其

能够自动化、低成本、高通量地提供各种定性和定

量的测序数据，使得基因测序技术成为目前实验室

中最常用的细菌检测手段[5-7]。相比传统细菌检测，

该技术不仅快速、准确，而且可靠性和重复性较好，

方便不同实验室之间的比较。 

元基因组(Metagenome)(也称微生物环境基因

组，Microbial environmental genome)的提出和发展

也促进了细菌检测技术的进步。它以环境样品中的

微生物群体基因组为研究对象，包含了可培养的和

未可培养的微生物的基因，以功能基因筛选和测序

分析为研究手段，来研究微生物多样性、种群结构、

进化关系以及相互协作关系等[8]。最新的项目，包

括 MetaHIT[9]和 NIH’s Human Microbiome Project 

(HMP)[10-11]已经产出了兆碱基数量(1012)的元基因

组序列数据。基因测序是元基因组研究的重要手

段，如 NIH’s HMP计划中对上百个自愿者的样本

进行深度测序来提取口腔、皮肤、鼻孔、胃肠道和

生殖器的特征种群。影响元基因组分析结果的有两
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个重要因素：一个是选择合适的培养条件以区分相

近的细菌种属；另一个则是筛选合适的 16S rRNA

基因片段用于测序。 

基于 DNA测序的细菌鉴定技术的难点在于测

序结果的解释，特别是在序列比对和分析上需要一

定的技巧。尽管已有大量的软件和数据库支持，对

于 16S rRNA基因测序结果的解释仍是临床微生物

学家和技术人员所面临的最困难的问题之一。最为

著名的软件和数据库包括：GenBank，Ribosomal 

Database Project (RDP- )Ⅱ [12] ， MicroSeq[13] ，

Ribosomal Differentiation of Medical 
Microorganisms (RIDOM)[14] 以 及 SmartGene 

Integrated Database Network System (SmartGene 
IDNS)[15]。RDP-Ⅱ和 SmartGene IDNS数据库中的

序列来自于 GenBank，而 RIDOM 和 MicroSeq 数

据库中的序列则来自于各种文献的收集结果。由于

GenBank中存在大量未被证实的 16S rRNA基因序

列，因此对于没有经验的用户很难决定“打分最高”

还是“相近匹配”才是真正能够用于标识细菌的特

征序列。如果数据库中不同菌种的 16S rRNA基因

序列的差别非常小，也将导致细菌鉴定的困难。一

个细菌中存在多个 16S rRNA拷贝则可能导致鉴定

结果的偏性[16]。为解决此类问题，一方面研究人

员试图建立更为全面、经过验证的 16S rRNA基因

数据库，另一方面开发功能强大、界面友好的软件

以帮助用户进行结果分析[17]。数据处理软件包的

精确性、数据库的质量和完整性都会影响细菌鉴定

结果。因此，该技术的临床应用还需要分子生物学

和生物信息学专家的密切配合。 

2  核酸分子检测方法 

核酸分子检测方法包括病原菌 PCR 检测、病

原菌 MLST分型以及 DNA探针等。实时荧光定量

聚合酶链反应 (Real time fluorescent quantitative 

polymerase chain reaction，Real-time PCR)是根据荧

光共振能量转移原理，设计相应的荧光标记核酸探

针，通过 PCR反应对靶 DNA进行定性、定量测定

的技术[18]。与传统的细菌培养法或酶联免疫吸附

测定(Enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA)

法相比，Real-time PCR准确性好、特异性强、敏

感性高，不受标本中存在的抗菌药物或其他抑菌物

质的干扰，被广泛应用于病原体检测。多重

Real-time PCR可同时检测多种病原菌，并区分主

要致病菌和次要致病菌，为临床诊治提供依据。进

一步，针对病原菌种属特有靶基因设计 PCR 检测

芯片可以实现快速、灵敏、高通量的检测，如 Ou

等[19]比较分析了多个已测序沙门氏菌基因组识别

出了甲型副伤寒沙门菌的血清型特异靶基因。多位

点测序分型(MultiLocus sequence typing，MLST)

技术是一种以核苷酸测序为基础的病原菌分型方

法[20]。该方法根据待分型病原菌的基因组序列注

释信息，针对数个持家基因设计引物并选择数十甚

至上百株菌的染色体DNA进行PCR扩增和产物测

序来进行分析，可用于推断菌株间的系统发育关

系，也可以直接鉴定病原菌的亚型。其局限性在于

分辨能力由持家基因的变异情况所决定，如某些菌

株的持家基因变异程度低或无变异则将导致

MLST分型方法的失效。 

DNA 探针检测技术是核酸分子杂交方法中的

研究焦点。DNA 探针技术可以同时检测大量的目

标片段，实现对多种目标基因的平行化鉴定，从而

适合于多种细菌的同时鉴定。目前，DNA 探针主

要以细菌核糖体 16S rRNA为基础进行设计[21]。对

于大规模细菌检测基因芯片，由于细菌家族种系庞

杂，进化关系复杂，如何结合具体的研究背景、挑

选设计合适的探针是基因芯片设计的中心问题。其

目的是根据不同菌种在基因片段上的序列差异，设

计相应的菌种特异性探针，从而检测样品中是否存

在某个菌种，确定菌落中的菌种构成。对于少量病

原微生物，如十几个菌种的检测，可应用“一条探

针对应一个目标菌种”的传统细菌检测芯片设计方

式。但是，当待检测的目标菌种规模增大时，传统

细菌检测芯片的设计方式则无法适用，需要在探针

设计和检测模式上有所突破，对探针进行特异性组

合，以达到提高检测目标菌种覆盖率的目的。如

Wu等[22]通过设计组合探针能够实现 997个菌种的

分类与识别。但目前还不存在通用的实验参数，能
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够使芯片中每个探针保持相同的特异性[23]。因此，

只有少部分的探针(不超过 50%)能够在实际中正

常地工作。一种可能的解决办法是在线检查芯片结

构和变性情况，以便使每个探针达到其最佳的杂交

条件。 

在新一代测序技术出现之前，DNA 探针技术

以其快速、高通量的特点一度成为大规模细菌检测

的重要手段。但不同于 DNA测序直接分析比较各

菌种的 DNA序列，核酸分子杂交是间接比较不同

微生物 DNA碱基排列顺序的相似性，并且需要预

先进行复杂的探针设计，因此不如 DNA测序方法

更加直接简便。这导致在实验室范围内，核酸杂交

技术已逐步被 DNA测序技术所取代。但核酸杂交

技术并未完全退出历史舞台，仍陆续有研究人员在

对其进行改进，使其适应于各种复杂情况下的细菌

检测。如 Chung 等[24]尝试将磁性纳米微粒与寡核

苷酸芯片结合，检测病原体中的目标核酸。该磁性

DNA 芯片含有针对目标细菌 16S rRNA 设计的通

用和特异探针，能够利用小型化的核磁共振设备来

检测放大的目标 DNA，其芯片设计步骤大大简化，

并且检测更加快速、稳健。同时，随着 DNA生物

传感器探针等新技术的不断发展，现以研制出多种

实用的 DNA探针检测仪，用于微生物的快速和在

线检测。 

同时，有研究人员发现：16S rRNA 作为一种

通用的分子标记，由于其高度的保守性，难以区分

相近种属或同一种属内的不同菌株[11]。例如，在芽

孢杆菌类的某些菌种中 16S rRNA非常保守，以至

于无法用于细菌分类。因此，有些研究人员建议使

用不那么保守的基因和蛋白质，如旋转酶基因

gyrB、RNA聚合酶基因 rpoB以及超氧化物歧化酶基

因 sodA 等，以便在某些菌种中达到更好的区分能  

力[25]。这也促使蛋白质模式、蛋白质标志物以及蛋

白质组学方法成为细菌鉴定问题的流行解决方案。 

3  蛋白质组学方法 

蛋白质组学的发展为微生物的鉴定提供了新

的途径[26-28]。蛋白质是生命活动的执行分子，因此

蛋白质的序列模式是区分不同物种的重要依据。目

前，研究人员已经发展了多种可用于细菌分类和鉴

定的质谱方法及软件工具。其中，大部分方法是利

用蛋白质量模式(即蛋白质一级图谱)进行细菌检

测[29]。其基本原理是：将已知的细菌质量谱作为

特定的指纹存储于参考数据库中；通过质谱实验，

从未知的细菌样本中提取蛋白质一级图谱；将实验

谱与参考谱进行模式匹配，获得相关性打分；如果

打分高于设定的阈值，那么匹配成功，将该细菌归

为参考谱所属的类别。典型的组学水平的蛋白质鉴

定技术路线包括自底向上(Bottom-up)和自顶向下

(Top-down)策略，这两种策略适用于探索性较强的

基础研究。对于有明确范围界定的物种鉴定来说，

新发展的选择反应离子监测(SRM/MRM)技术则效

率更高。 

3.1  质谱技术 

由于质谱技术的高通量、敏感性和特异性，其

在微生物学研究中应用十分广泛，如用于临床诊断

和环境研究等。质谱法进行快速微生物鉴定具有以

下特点：(1) 鉴定速度快：通常在数分钟内就可获

得鉴定结果；(2) 鉴定准确：比常规微生物生化鉴

定方法的符合率更高；(3) 操作简便：只需要简单

的操作就可进行复杂的微生物鉴定；(4) 菌库大：

相比生化鉴定方法，质谱法建立菌库更快，可鉴定

的微生物种类更多，对于一些用常规方法难鉴定的

微生物鉴定效果较好。因此基于质谱技术的微生物

鉴定方法一经提出，就得到了多方面的关注，并有

望在近年内用于大规模的装备各微生物实验室。按

照所用技术的不同，用于细菌鉴定的质谱技术包

括：气相色谱与质谱联用(GS-MS)技术、MALDI-MS

技术、基于 PCR产物的 ESI-MS技术等[30]。 

在 GS-MS技术中经气相色谱柱分离后的样品

呈气态，流动相也是气体，与质谱的进样要求相匹

配，容易将这两种一起联用，灵敏度和分辨度较高，

可用于检测细菌中的脂肪酸谱或小分子 (如糖

类)[31-32]。但该方法比较费时，由于有机酸等代谢

物的极性强、挥发性低，往往不能直接进样分析，
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需要较复杂的化学衍生步骤。MALDI-MS 技术，

如 MALDI-TOF MS能够提供详细的基因组信息，

为基因测序提供了良好的替代性解决方案[33]。该

方法在流行病学诊断上功能强大，对于各种培养条

件下的细菌变异不敏感，适用于大部分临床相关细

菌的检测，正在成为医学上细菌基因分型的金标

准。目前，MALDI-TOF MS已发展成为一种成熟

的分析方法，生物梅里埃公司和布鲁克公司等多家

公司的产品已经常规用于临床细菌鉴定。研究表

明，除细菌培养之外整个 MALDI-TOF MS的细菌

鉴定流程可以缩减至 10 min或者更短的时间[34-36]。

通常，一个单独的菌落就足以用于 MALDI-TOF 

MS分析，但是很多情况下，仍需要对细菌样品进

行培养或者富集，以便降低细菌样本的复杂性。在

鉴定过程中，可选的分子标志物相对较多，如果基

于常用的 16S rRNA基因无法有效区分菌种，那么

对于凝固酶阴性葡萄球菌、链球菌和肠球菌可采用

sodA基因，对于洋葱伯克霍尔德菌可采用 recA基

因，志贺氏杆菌分离采用 ipaH 基因。如 Dubois

等[35]结合多种分子标志物，采用 MALDI-TOF MS

技术对 767个常规临床菌种进行测试，实现了 90%

以上的菌种鉴定。最近，研究人员新发展出来一种

基于 ESI-MS 的微生物检测方法，该方法将 PCR

产物的高分辨率ESI-MS检测与细菌基因的核酸扩

增以及碱基组成分析相结合[37-38]，能够快速、定量

地检测一系列微生物，决定其种属。同时，以该方

法为基础设计的 PCR-ESI-MS 芯片还能够以较高

的分辨率鉴定细菌亚类，发现毒性因子和细菌抗药

性。该方法的局限在于扩增子的核苷酸序列是不确

定的，因此，在理论上基于 PCR 产物的 ESI-MS

检测方法比序列数据提供的信息要少。 

以上分析方法主要利用一级质谱进行样品分

析，为了提高鉴定精度，也有研究人员尝试将二

级质谱应用于细菌分类和鉴定[39-40]。如 Dobryan

等[41]提出了一套简单、快速的蛋白质组学鉴定方

法，能够区分非常接近的菌种。其工作流程如图

1 所示，相比其他基于一级质谱的方法 (如

MALDI-TOF MS和采用 GC-MS的脂肪酸甲基脂

分析)，该方法基于 LC-MS/MS，需要更高精度的

质谱仪和串联质谱，同时也需要更加细致的样品

准备。该方法的优势在于：(1) 不需要预先知道

物种的知识；(2) 能够产生物种特异的序列数据；

(3) 能够提供蛋白质相对表达水平；(4) 样品消耗

更少，检测效率更高，易于执行。 

 
 

图 1  基于 LC-MS/MS 方法的细菌鉴定流程 

Figure 1  The workflow of bacteria identification based on LC-MS/MS 
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尽管质谱技术作为蛋白质组学研究的有效方

法得到了广泛的应用，并且关于质谱技术的理论也

在不断成熟和完善，但该技术在细菌鉴定方面仍存

在一定缺陷。由于质谱技术的理论支撑是根据样本

电离后粒子的质荷比得到的图谱进行分析，所以其

可靠性取决于质荷比的唯一性。然而，同样的细菌，

由于培养条件或化学提取方法的不同会产生不同

的质谱，从而导致分析结果的误差。即使严格控制

以上条件，质谱法仍不能完全准确的测定出细菌种

类。目前，基于质谱的蛋白质组学研究方法中的主

流技术是鸟枪法。由于蛋白质的分子量很大，不同

细菌中蛋白质的相似性，同位素及其他质荷比相同

但又属于不同类别的离子干扰的存在，通过鸟枪法

对全部表达的蛋白质进行检测，显然效率不高，甚

至可能由于噪声干扰得到错误的结果。一种可能的

解决方案是将定向蛋白质组学方法(如选择反应离

子监测 SRM技术)应用于细菌的分类鉴定，根据数

据库中的蛋白质序列来寻找能够最大程度区分不

同细菌的目标肽段(蛋白质的一部分序列)，以提高

质谱分析的效率。 

3.2  SRM 技术 

基于质谱的选择反应监测技术 (Selected 

reaction monitoring，SRM)，或称单反应监测技术

(Single reaction monitoring)，是定向蛋白质组研究

中常用的方法。对于有明确范围界定的微生物鉴定

来说，选择反应离子监测(SRM/MRM)技术效率更

高 [42-44]。质谱多反应监测技术 (Multiple reaction 

monitoring，MRM)被认为是并行 SRM技术，一般

统称为 SRM。SRM技术基于已知信息设定质谱检

测规则，对目标肽段进行记录，由于可有效去除噪

声干扰，因此相比基于鸟枪法的质谱技术检测结果

更加可信。同时，SRM 技术通过有选择的监测部

分离子并预测色谱保留时间，还可以实现准确鉴定

和精确定量。 

一个典型的 SRM实验包括实验设计、数据获

取和数据分析 3个步骤。其中，实验设计是指为目

标蛋白选择对应的特异性肽段，是 SRM实验的关

键步骤。一个目标蛋白被酶切后可以得到数十至数

百个肽段，其中可能有一个或者多个特异性肽段被

用于 SRM实验中的目标监测。选择合适的特异性

肽段对于 SRM实验至关重要。因此，肽段的筛选

是 SRM实验能够成功的关键。对于细菌鉴定而言，

就是要选择那些既能够被质谱鉴定，又能够作为某

个细菌特异表征的肽段。影响肽段选择的因素包

括：质谱属性，即肽段的可检测性差异[45]；唯一

性，即所选肽段能否唯一的表征目标蛋白质；翻译

后修饰；化学诱导修饰；酶切位点等。 

目前，蛋白质特异性肽段的选择有两大策略：

第一类根据已有实验数据选择特异性肽段，这是一

种简单、直接的方法，也有研究人员建立了相关数

据库以方便特异性肽段的选择。然而，此类策略存

在明显的局限性，它仅适用于以往实验检测到的蛋

白质和肽段[46]。如果待检测的蛋白质和肽段从未

在数据库中出现过，那么此类方法就无法奏效。第

二类策略是根据生物信息学的计算工具选择特异

性肽段。不管实验中待测的肽段和蛋白质以往是否

被检测过，研究者都可以利用计算工具来预测每个

菌种的特异性肽段。该策略利用肽段的理化性质，

从已有的大规模数据集中挑选高可信度的结果进

行分析，根据肽段序列、样品预处理流程、肽段的

丰度等多方面的综合信息，在蛋白质的众多理论酶

切肽段中选择特异性肽段[47-48]。但是，当待检测的

样本较复杂时，如大规模的致病菌鉴定，现有的选

择方法难以筛选出具有足够区分度的特异性肽段，

尚缺乏有针对性的特异性肽段选择工具。 

SRM 技术作为一种定向蛋白质组学的分析方

法，具有特异性强、灵敏度高、重现性好、线性动

态范围宽的突出优点，使其在细菌鉴定方面有着良

好的发展前景。特别是根据该技术设计的目标蛋白

质检测芯片[49-50]，将来有望用于快速的高通量细菌
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鉴定。目前，制约该技术发展的瓶颈在于其对于实

验参数和设计方法的严重依赖，因此它还停留在方

法探索阶段，尚未有大规模的应用。 

4  总结与展望 

细菌鉴定对于保障人类生命安全和社会生产

生活具有重要意义。尽管目前已有多种方法可用于

细菌鉴定，但是高通量、快速、准确的细菌鉴定仍

是一个尚未完全解决的问题。本文介绍了几种代表

性的细菌鉴定方法，其中 DNA测序方法已成为细

菌检测的主流方法，核酸分子检测基础上的芯片设

计可导致高通量、在线、实用检测芯片的产生，而

蛋白质组学方法，如质谱技术基础上的蛋白质模

式、蛋白质标志物以及整个蛋白质组学分析代表了

细菌检测的未来发展方向。相比 DNA测序技术，

蛋白质组学方法具有其独特的优势。无论蛋白质是

否具有序列保守性，都可以直接对其进行分析而无

需扩增实验，同时可选的蛋白质分子标志物有很多

种，不像 16S rRNA基因那样单一。因此，大规模

蛋白质组学分析为基因组测序技术提供了良好的

备选解决方案。 

但不可避免的，各种检测技术因其自身特点，

都存在着一定局限性。首先，基因测序方法多基于

16S rRNA基因开展细菌鉴定与分类，难以区分某

些相近的种属，对于测序结果的解读也较为复杂；

核酸分子检测方法通常需要复杂的芯片设计，存在

杂交特异性和重复性较差等问题，限制了它的使用

范围，使得该技术在很大程度上已被测序方法所取

代；基于鸟枪法的蛋白质组学鉴定结果可能受到各

种噪声的干扰，尽管定向蛋白质组学方法，如 SRM

技术可部分地解决噪声干扰问题，但受限于现有设

计工具和方法，发展还不够成熟。这就需要研究人

员不断探索，发展完善现有检测技术，并致力于开

发更稳定、可靠的分子标志物。同时，细菌分类与

检测技术的进步离不开生物信息学方法的支持，不

管是序列数据处理、芯片设计还是蛋白质图谱分

析，都需要实验技术与生物信息学方法的密切    

配合。 
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论文中阿拉伯数字的使用 

凡是可以使用阿拉伯数字且很得体的地方均应使用阿拉伯数字。世纪、年代、年、月、日、时刻必

须使用阿拉伯数字，年份必须用全称。对科技期刊来说，凡处在计量单位和计数单位前面的数字，包括9

以下的各位数字，除个别特例外，均应使用阿拉伯数字。不是表示科学计量和有统计意义数字的一位数

可以用汉字，例如：一本教材、两种商品等。 


