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　　［摘要］　目的　用３种检测方法对同源性较高的鼻疽伯克霍尔德菌和类鼻疽伯克霍尔德菌进行
鉴定，比较该３种检测方法的鉴定效果。方法　分别利用基于 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ的蛋白指纹图谱方法、
双重荧光定量ＰＣＲ方法和１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析方法对５株鼻疽伯克霍尔德菌和５株类鼻疽伯克霍
尔德菌进行鉴定，综合判断鉴定结果，并与传统的形态学和生化鉴定结果比较，寻找更适合于该两种菌

的鉴定方法。结果　在１０株受试菌株中，２株排除是鼻疽伯克霍尔德菌和类鼻疽伯克霍尔德菌的可
能，剩余８株之中，ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ方法正确鉴定了６株，双重荧光定量ＰＣＲ方法正确鉴定了８株，１６Ｓ
ｒＲＮＡ基因序列分析方法正确鉴定４株。结论　ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ的蛋白指纹图谱方法和双重荧光定量
ＰＣＲ方法对鼻疽伯克霍尔德菌和类鼻疽伯克霍尔德菌具有很好的鉴定能力，１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析方
法不适合用于该２种菌的鉴定。
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　　鼻疽伯克霍尔德菌（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｍａｌｌｅｉ）和类鼻疽
伯克霍尔德菌（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ）都是公认的
经典生物战剂［１－２］，分别引起人和动物的鼻疽病

（ｇｌａｎｄｅｒｓ）和类鼻疽（ｍｅｌｉｏｉｄｏｓｉｓ）。虽然鼻疽和类鼻疽
流行病学不同，但是它们引起的病理变化相似，临床上

需要进行鉴别诊断。细菌分离培养是诊断鼻疽和类鼻

疽的“金标准”，但是需要一定的培养和鉴定时间，容

易错过最佳治疗时机，且准确率还有待提高［３］。免疫

学方法常用的 ＥＬＩＳＡ检测类鼻疽伯克霍尔德菌特异
性抗体，在疾病流行区域往往没有太大的诊断意义，因

５０２１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１１）



为疫区人群中的抗体阳性率很高，但并没有保护作

用［４］，而且在类鼻疽急性病程的早期往往检测不到血

液中的抗体［５］。同时类鼻疽伯克霍尔德菌抗原与鼻

疽伯克霍尔德菌和其他假单胞菌存在共同抗原，抗体

的特异性较差。采用常规 ＰＣＲ检测类鼻疽伯克霍尔
德菌，存在操作步骤多、易污染，目前还不能直接检测

临床标本等缺点［６］。

　　《伯杰细菌鉴定手册》第９版将鼻疽伯克霍尔德
菌和类鼻疽伯克霍尔德菌均归属于假单胞菌属的

ＲＮＡⅡ群（ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓＲＮＡｇｒｏｕｐⅡ）。１９９３年，根
据１６ＳｒＲＮＡ序列分析、ＤＮＡ同源性、细胞类脂及脂肪
酸组成等特征的研究结果，将假单胞菌属的ＲＮＡⅡ群
归为伯克霍尔德菌属（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ）［７］。鼻疽伯克霍
尔德菌和类鼻疽伯克霍尔德菌之间的遗传结构和免疫

学特征有着惊人的相似性，在已知的一些相应基因或

ＤＮＡ区段内，ＤＮＡ序列高度同源，甚至完全相同。在
免疫学诊断上，这两者间有着极其高的交叉反应，这在

同属不同种的病原细菌中是极为罕见的。因此，对这

两种细菌的区别鉴定一直是个难点。我们期望通过对

细菌ＤＮＡ及其编码蛋白的比较，发现细菌种间特异性
ＤＮＡ和特征性蛋白，建立更有效的具有临床和分子生
物学研究价值的细菌检测方法。

　　研究发现，尽管鼻疽菌是无鞭毛、不能运动的，但
其却具有完整的 ｆｌｉＰ基因。将鼻疽菌和类鼻疽菌的
ｆｌｉＰ基因进行比对分析，发现鼻疽菌 ｆｌｉＰ基因的第２３５
位发生基因重组，导致一个６０ｋｂ的ＤＮＡ序列被插入
ｆｌｉＰ基因的编码区。经证实，ｆｌｉＰ基因发生的这个基因
重组在鼻疽菌中是高度保守的，并具有特异性，而在类

鼻疽菌中并不能检测到这个基因重组的插入片段［８］。

Ⅲ型分泌系统（ｔｙｐｅｔｈｒｅｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ，ＴＴＳ）是类
鼻疽菌感染诊断和预防的重要靶标，其基因是类鼻疽

菌的高度保守序列［５］。类鼻疽菌基因组中含有两套

ＴＴＳ系统，其中第一套ＴＴＳ基因簇（ＴＴＳ１）的出现与阿
拉伯糖同化阴性表型以及强致病性有关，是类鼻疽菌

特异的基因标记。

　　本研究分别采用基于全细胞蛋白指纹图谱的基质
辅助激光解吸电离飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）技
术，针对鼻疽伯克霍尔德菌ｆｌｉＰ基因和类鼻疽伯克霍尔
德菌ＴＴＳ１基因的ＴａｑＭａｎ探针的双重荧光定量ＰＣＲ方
法，以及基于通用引物的１６ＳｒＲＮＡ序列分析方法对鼻
疽伯克霍尔德菌和类鼻疽伯克霍尔德菌进行了比较鉴

定，并对３种方法的鉴定效果进行比较分析。

１　材料与方法

１．１　菌株和试剂
１．１．１　菌株　　５株鼻疽伯克霍尔德菌和５株类鼻

疽伯克霍尔德菌为病原微生物生物安全国家重点实验

室保存菌种。

１．１．２　培养基　　胰酶大豆血琼脂（ｔｒｙｐｔｉｃｓｏｙａｇａｒ，
ＴＳＡ）购自英国Ｏｘｏｉｄ，高压灭菌后待温度降至５０℃以
下加入５％脱纤维无菌羊血，置于４℃冰箱保存待用。
脱纤维羊血购自北京京顺秀山动物养殖中心。

１．１．３　主要试剂　　甲酸、乙腈（ＡＮ）、三氟乙酸
（ＴＦＡ）和 α氰基４羟基肉桂酸（ＣＨＣＡ）均为色谱级
试剂，购自德国Ｆｌｕｋａ。终浓度５０％ ＡＮ和２．５％ ＴＦＡ
以纯水配置成基础组织溶剂（ｂａｓｉｃｏｒｇａｎｉｃｓｏｌｖｅｎｔ，
ＯＳ）。将１４ｍｇＣＨＣＡ溶解于１ｍＬＯＳ即制成饱和基
质溶液，现用现配。

　　细菌基因组 ＤＮＡ提取试剂盒，购自天根生物科
技。１６ＳｒＤＮＡ细菌鉴定试剂盒、ＤＮＡ分子量标准、
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）和 ＥａｓｙＤｉｌｕｔｉｏｎ均
为ＴａＫａＲａ产品。引物和 ＴａｑＭａｎ探针合成由上海生
工公司完成。

１．１．４　实验仪器　　ＴｐｅｒｓｏｎａｌＰＣＲ扩增仪（德国
Ｂｉｏｍｅｔｒａ公司）；ＳｍａｒｔＣｙｃｌｅｒ荧光定量 ＰＣＲ仪（美国
Ｃｅｐｈｅｉｄ公司）；Ａｕｔｏｆｌｅｘ飞行时间质谱仪（德国 Ｂｒｕｋｅｒ
Ｄａｌｔｏｎｉｃｓ公司）。
１．２　方法
１．２．１　鼻疽伯克霍尔德菌和类鼻疽伯克霍尔德菌的
培养和质谱前样品处理　　将５株鼻疽伯克霍尔德菌
和５株类鼻疽伯克霍尔德菌接种于ＴＳＡ，在３７℃培养
４８ｈ。取一接种环（５～１０ｍｇ）过夜培养产物置于
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，用５０μＬ８０％ＴＦＡ充分悬浮反应３０ｍｉｎ，
可灭活高致病性病原体及其芽胞［９］。先后加入１５０μＬ
纯水和 ２００μＬＡＮ，充分混匀后以 １２０００×ｇ离心
２ｍｉｎ，取上清１μＬ加至样品靶，晾干后覆盖２μＬ饱
和基质 ＣＨＣＡ。冷冻保存的菌种在实验室连续传代
３次以上再进行质谱检测。
１．２．２　鼻疽伯克霍尔德菌和类鼻疽伯克霍尔德菌的
质谱鉴定　　德国 ＢｒｕｋｅｒＤａｌｔｏｎｉｃｓ公司飞行时间质
谱仪Ａｕｔｏｆｌｅｘ，配备 ５０Ｈｚ氮激光源，参数设置为 ｉｏｎ
ｓｏｕｒｃｅ１（ＩＳ１）：２０ｋＶ；ＩＳ２：１８．５ｋＶ；Ｌｅｎｓ：８．５ｋＶ；
Ｄｅｔｅｃｔｏｒｇａｉｎ：２６５０Ｖ。在正线性模式下以最大激光频
率获取相对分子质量范围２０００～２００００质谱图。以
标准混合肽 ＰｒｏｔｅｉｎｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｓｔａｎｄａｒｄⅠ校准仪器。
选择 ＬＰ＿ｂａｃｔｅｒｉａ．ｐａｒ方法进行分析，激光点击数
５０ｓｈｏｔｓ，累加至 ２００～３００ｓｈｏｔｓ保存为一张质谱图。
所得质谱图用ＢｉｏＴｙｐｅｒ软件与自建病原菌蛋白指纹图
谱数据库进行检索比对，从而对样品做出鉴定。当ｌｏｇ
（ｓｃｏｒｅ）≥２．０时鉴定为种水平；１．７≤ｌｏｇ（ｓｃｏｒｅ）＜２．０
时鉴定为属水平；ｌｏｇ（ｓｃｏｒｅ）＜１．７时表示未能得到可
靠鉴定。每个待检样品点３个靶点作为复孔，以３个
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复孔中最终分数值最高者对应的菌株为鉴定结果。

１．２．３　鼻疽伯克霍尔德菌和类鼻疽伯克霍尔德菌
１６ＳｒＲＮＡ基因鉴定　　取鼻疽伯克霍尔德菌和类鼻
疽伯克霍尔德菌的新鲜培养产物提取基因组 ＤＮＡ，具
体操作按照试剂盒说明书进行。以该２种菌的基因组
ＤＮＡ为模板，用ＴａＫａＲａ的１６ＳｒＤＮＡ细菌鉴定试剂盒
扩增１６ＳｒＲＮＡ基因部分序列。引物由试剂盒中自带，
不提供序列。扩增的目的片段大小在５００ｂｐ左右。
　　反应体系：模板 ＤＮＡ１μＬ，ＰＣＲＰｒｅｍｉｘ２５μＬ，
ＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ０．５μＬ，ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ０．５μＬ，１６Ｓｆｒｅｅ
Ｈ２Ｏ２３μＬ，ＴｏｔａｌＶｏｌｕｍｅ５０μＬ。
　　反应条件：预变性９４℃，５ｍｉｎ；变性９４℃，３０ｓ；
退火５０℃，３０ｓ；延伸７２℃，３０ｓ；循环３０次。延伸
７２℃，５ｍｉｎ。
　　阴性对照以１６ＳｆｒｅｅＨ２Ｏ替代模板ＤＮＡ。扩增产
物经１％琼脂糖凝胶电泳确认后，送 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司测
序。测序结果经 ＮＣＢＩＢＬＡＳＴ检索比对，得出鉴定结
果。以１６ＳｒＲＮＡ基因部分序列相似性在９９％以上鉴
定为同种，在９７％以上鉴定为同属。
１．２．４　鼻疽伯克霍尔德菌和类鼻疽伯克霍尔德菌双
重荧光定量 ＰＣＲ（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ，ＦＱ
ＰＣＲ）鉴定　　以鼻疽伯克霍尔德菌 ｆｌｉＰ基因和类鼻
疽伯克霍尔德菌 ＴＴＳ１基因为靶基因，用软件 Ｐｒｉｍｅｒ
５．０设计并优化用于荧光定量 ＰＣＲ的引物和 ＴａｑＭａｎ
探针（表１）。

表１　鼻疽菌和类鼻疽菌引物和ＴａｑＭａｎ探针

引物或探针 序列（５′→３′） 扩增产物

ｆｌｉｐ 上游：ＣＣＣＡＴＴＧＧＣＣＣＴＡＴＣＧＡＡＧ １２１ｂｐ
下游：ＧＣＣＣＧＡＣＧＡＧＣＡＣＣＴＧＡＴＴ
探针：ＪＯＥＣＡＧＧＴＣＡＡＣＧＡＧＣＴＴＣＡＣＧＣＧＧＡＴＴＡＭＲＡ

ＴＴＳ１ 上游：ＡＴＣＧＣＣＡＡＡＴＧＣＣＧＧＧＴＴＴＣ １１０ｂｐ
下游：ＣＡＡＡＴＧＧＣＣＡＴＣＧＴＧＡＴＧＴＴＣ
探针：ＦＡＭＴＣＧＧＣＧＡＡＣＧＣＧＡＴＴＴＧＡＴＣＧＴＴＣＢＨＱ１

　　以１．２．３中提取的５株鼻疽伯克霍尔德菌和５株
类鼻疽伯克霍尔德菌基因组 ＤＮＡ为模板进行双重
ＦＱＰＣＲ鉴定。
　　反应体系：２×ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ １２．５μＬ，ｆｌｉＰＳ
０６２５μＬ，ｆｌｉＰＡＳ０．６２５μＬ，ｆｌｉＰＰ０．５μＬ，ＴＴＳ１Ｓ
０．８７５μＬ，ＴＴＳ１ＡＳ０．８７５μＬ，ＴＴＳ１Ｐ０．３７５μＬ，模板
１μＬ，ｄＨ２Ｏ７．６２５μＬ，ＴｏｔａｌＶｏｌｕｍｅ５０μＬ。
　　反应条件：９５℃６０ｓ，９５℃１５ｓ，６０℃３０ｓ（４５个
循环）。

　　若Ｃｔ值（ｃｙｃｌｅｔｈｒｅｓｈｏｌｄ）大于３５即判断为阴性。
１．２．５　鼻疽伯克霍尔德菌和类鼻疽伯克霍尔德菌的
综合鉴定比较　　质谱鉴定用所得质谱图用 ＢｉｏＴｙｐｅｒ

软件与自建病原菌蛋白指纹图谱数据库进行检索比

对，按照１．２．２所述以得分最高的条目作为鉴定结果。
１６ＳｒＲＮＡ基因部分序列相似性在９９％以上可鉴定为
同种，在９７％以上可鉴定为同属。双重 ＦＱＰＣＲ以 Ｃｔ
值大于３５判断为阴性。根据３种方法的鉴定结果对
５株鼻疽伯克霍尔德菌和５株类鼻疽伯克霍尔德菌进
行综合判定。

２　结果

２．１　鼻疽伯克霍尔德菌和类鼻疽伯克霍尔德菌的
ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ鉴定结果

　　５株鼻疽伯克霍尔德菌和５株类鼻疽伯克霍尔德
菌的 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ图谱用 ＢｉｏＴｙｐｅｒ软件与自建病
原菌蛋白指纹图谱数据库进行检索比对。结果显示：

其中２株Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｍａｌｌｅｉ和４株Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｐｓｅｕｄ
ｏｍａｌｌｅｉ的鉴定结果与菌种库记录一致；Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ
ｍａｌｌｅｉＰＢＳ８９３鉴定为 Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ（ｌｏｇ
ｓｃｏｒｅ＝２．１），而 ＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｍａｌｌｅｉＰＢＳ３５００１３（ｌｏｇ
ｓｃｏｒｅ＝１．１）、ＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｍａｌｌｅｉＰＢＳ３５００１５（ｌｏｇｓｃｏｒｅ＝
１．１）和ＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉＰＢＳ３５０１１７（ｌｏｇｓｃｏｒｅ＝
１．３）未能检索出与之相匹配的菌株。
２．２　鼻疽伯克霍尔德菌和类鼻疽伯克霍尔德菌１６Ｓ

ｒＲＮＡ基因鉴定结果
　　５株鼻疽伯克霍尔德菌和５株类鼻疽伯克霍尔德
菌的１６ＳｒＲＮＡ部分基因测序后与 ＮＣＢＩＢＬＡＳＴ比对
鉴定，其中 ＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｍａｌｌｅｉＰＢＳ３５００１８、Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅ
ｒｉａｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉＰＢＳ３５０１０２、Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ
ＰＢＳ３５０１１７和ＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉＰＢＳ３４０１０４的
鉴定结果与菌种库记录一致。其他菌株中，１株细菌
被鉴定为假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．），鉴定只至属
水平；１株细菌被鉴定为洋葱伯克霍尔德菌（Ｂｕｒｋｈｏｌｄ
ｅｒｉａｃｅｐａｃｉａ），该菌和类鼻疽伯克霍尔德菌高度相似；１
株细菌被鉴定为土壤短芽孢杆菌（Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓａｇｒｉ），
本实验室并没有操作这种菌株，鉴定出这个结果推测

可能是测序过程的失误；３株细菌被鉴定为大肠杆菌
（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ），这应该是在基因组提取和１６ＳｒＲＮＡ
基因扩增过程中出现了大肠杆菌的污染。具体鉴定结

果参见表２。
２．３　鼻疽伯克霍尔德菌和类鼻疽伯克霍尔德菌双重

ＦＱＰＣＲ鉴定结果
　　用荧光定量ＰＣＲ引物和ＴａｑＭａｎ探针扩增鼻疽伯
克霍尔德菌 ｆｌｉＰ基因和类鼻疽伯克霍尔德菌 ＴＴＳ１基
因，从而对５株鼻疽伯克霍尔德菌和５株类鼻疽伯克
霍尔德菌进行鉴定。Ｃｙ３通道检测 ＪＯＥ荧光信号，即
鼻疽伯克霍尔德菌ｆｌｉＰ基因；ＦＡＭ通道检测ＦＡＭ荧光
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信号，即类鼻疽伯克霍尔德菌 ＴＴＳ１基因。当 Ｃｔ值大
于３５即判断为阴性。经检测，ＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｍａｌｌｅｉＰＢＳ
３５００１８和 ＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｍａｌｌｅｉＰＢＳ３５００１９均检测出
ｆｌｉＰ基因，而没有检测出 ＴＴＳ１基因，鉴定为 Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅ
ｒｉａｍａｌｌｅｉ；ＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｍａｌｌｅｉＰＢＳ８９３、Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ
ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉＰＢＳ３４０１０４、ＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉＰＢＳ
３５０１０２、ＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉＰＢＳ３５０１０４、Ｂｕｒｋ
ｈｏｌｄｅｒｉａｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉＰＢＳ３５０１１７和Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｐｓｅｕｄ
ｏｍａｌｌｅｉＰＢＳ３５０１８０均检测出 ＴＴＳ１基因，而没有检测
出ｆｌｉＰ基因，鉴定为Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ；Ｂｕｒｋｈｏｌｄ
ｅｒｉａｍａｌｌｅｉＰＢＳ３５００１３和ＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｍａｌｌｅｉＰＢＳ３５００１５
没有检测出ｆｌｉＰ基因和ＴＴＳ１基因，因此鉴定既非Ｂｕｒｋ
ｈｏｌｄｅｒｉａｍａｌｌｅｉ也非Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ（图１）。
２．４　鼻疽伯克霍尔德菌和类鼻疽伯克霍尔德菌的综

合鉴定结果

　　ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ方法、双重 ＦＱＰＣＲ方法和 １６Ｓ
ｒＲＮＡ基因测序方法对菌种库中部分菌株鉴定结果
（表２）显示，菌种库中记录为 ＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｍａｌｌｅｉＰＢＳ
３５００１３、ＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｍａｌｌｅｉＰＢＳ３５００１５和Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ
ｍａｌｌｅｉＰＢＳ８９３的３株菌，其实际鉴定结果与记录不

符。其中ＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｍａｌｌｅｉＰＢＳ８９３经鉴定为 Ｂｕｒｋ
ｈｏｌｄｅｒｉａｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ，ＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｍａｌｌｅｉＰＢＳ３５００１３、
ＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｍａｌｌｅｉＰＢＳ３５００１５未能确认是哪种细菌，
但 Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｍａｌｌｅｉ的可能性可以排除。而 Ｂｕｒｋ
ｈｏｌｄｅｒｉａｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉＰＢＳ３５０１１７在数据库中未能找到
相匹配的菌株，ＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉＰＢＳ３４０１０４
鉴定为Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｍａｌｌｅｉ，原因可能是这两个菌株与
库中的菌株亲缘关系较远，导致图谱差异较大，这样的

菌株图谱收入库中更具有扩充库容的意义。

３　讨论

　　随着对细菌鉴定方法研究的不断深入与分类学的
发展，分类依据从形态特征发展至生理特征与分子特

征，分类所依据的特征由少至多，逐渐呈现多相分类的

发展趋势。于是出现了将多种方法如将表型分析、基

因型分析和以分类学为目的的系统发育特征分析结合

在一起的方法，这样的方法被看作是“多相分类方法”

（ｐｏｌｙｐｈａｓｉｃｔａｘｏｎｏｍｙ）［１０］。多相分类概念最早由 Ｃｏｌ
ｗｅｌｌ于１９７０年提出，是指从微生物的表型、遗传型和
系统发育等方面获取数据和信息，用多种方法综合比
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图１　双重ＦＱＰＣＲ鉴定Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｍａｌｌｅｉ和Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｍａｌｌｅｉ结果

表２　三种方法对菌种库中部分菌株的综合鉴定结果

菌株编号 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ 双重ＦＱＰＣＲ １６ＳｒＲＮＡ基因部分测序 综合判断 菌种库记录

３５００１８ Ｂ．ｍａｌｌｅｉ Ｂ．ｍａｌｌｅｉ Ｂ．ｍａｌｌｅｉ Ｂ．ｍａｌｌｅｉ Ｂ．ｍａｌｌｅｉ

３５００１９ Ｂ．ｍａｌｌｅｉ Ｂ．ｍａｌｌｅｉ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ Ｂ．ｍａｌｌｅｉ Ｂ．ｍａｌｌｅｉ

３５００１５ Ｎｏｍａｔｃｈ Ｎｏｔｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ． Ｎｏｔｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ Ｂ．ｍａｌｌｅｉ

３５００１３ Ｎｏｍａｔｃｈ Ｎｏｔｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓａｇｒｉ Ｎｏｔｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ Ｂ．ｍａｌｌｅｉ

８９３ Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ Ｂ．ｍａｌｌｅｉ
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较、相互验证、互为补充，进而更为合理地确定微生物

的分类地位和系统发育关系，并较全面地反映微生物

多样性的方法［１１］。根据多相分类法的精神，细菌的鉴

定，尤其是某些生理生化或基因特性高度相似的细菌，

其检测和鉴定应经过两种以上的方法确认，综合分析

不同方法的鉴定结果，才能得出最终结论。

　　本研究所用菌株为我重点实验室所保存，并经过
常规方法及与其他相似菌株如假单胞菌、洋葱伯克霍

尔德菌和唐菖蒲伯克霍尔德菌等比较鉴定后收入库

中。本研究结果显示，由于鼻疽伯克霍尔德菌和类鼻

疽伯克霍尔德菌具有较高的基因同源性和相似的理化

性质，传统的形态学和生理生化鉴定方法对该两种菌

的区分能力非常有限。ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ技术具有快
速、灵敏和高通量等特点，被广泛应用于生命科学各领

域。随着该技术的日渐成熟与发展，近年来其越来越

多地被国外的临床和实验室作为日常微生物检测的重

要手段。基于 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ的细菌全细胞蛋白指
纹图谱技术是在对细菌蛋白质表达组分析的基础上进

行细菌鉴定的，不依赖于细菌的形态学和细菌生理生

化指标［１２］，对于鼻疽伯克霍尔德菌和类鼻疽伯克霍尔

德菌这两种高度同源的细菌具有很好的区分鉴定能

力。相较现有比较常见的针对鼻疽伯克霍尔德菌和类

鼻疽伯克霍尔德菌的血清学诊断方法，荧光定量 ＰＣＲ
具有良好的敏感性，我们应用的双重 ＦＱＰＣＲ检测方
法所选择的靶基因是鼻疽伯克霍尔德菌鞭毛ｆｌｉＰ基因
中高度保守的一个基因重组插入片段［８］，和类鼻疽伯

克霍尔德菌特异的基因标志 ＴＴＳ１［１３］，具有良好的特
异性，鼻疽菌和类鼻疽菌之间不会发生交叉反应。１６Ｓ
ｒＲＮＡ基因测序方法是比较常用的未知微生物鉴定方
法，它的优点是无需进行预判就可以直接进行操作，但

是在本实验中的鉴定结果不太理想。除了该方法本身

鉴定能力有限，多数也只能鉴定至属水平，通用引物在

扩增过程中容易污染其他基因组也是一个常见的问

题。最重要的是鼻疽菌和类鼻疽菌发育关系十分密

切，两者有几乎完全相同的１６ＳｒＲＮＡ序列（同源性为
９９％），染色体 ＤＮＡ同源性也大于７０％［１４］，因此１６Ｓ
ｒＲＮＡ基因测序方法不适合对该两种菌进行鉴定。
　　总而言之，ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ的蛋白指纹图谱方法
和双重荧光定量 ＰＣＲ方法对鼻疽伯克霍尔德菌和类
鼻疽伯克霍尔德菌具有很好的鉴定能力，１６ＳｒＲＮＡ基
因序列分析方法不适合用于这两种细菌的鉴定分析。
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