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摘要:应用 PCR 方法，获得了分离自广东番茄、茄子、辣椒、烟草、空心菜、沙姜、姜、马铃薯、花生、菊花、桑树和霍香

共 12 种作物 21 个茄科雷尔氏茵茵株的 16S rDNA. 序列测定及比较结果表明， 21 个广东茄科雷尔氏菌菌株 16S

rDNA近全长序列均为 1 528 坤，序列问同源率 99. 2% - 100% ;各菌株的 16S rDNA 序列间只有 1 - 12 个不等的碱

基差异，其中 20 个菌株的 458 -460 位及474 位的碱基是 ACT 和 T，而菌株 HZ-l 则是 TTC 和 A，说明广东茄科雷尔

氏菌的 16S rDNA 序列十分保守.系统进化分析结果显示，仅菌株 HZ-l 聚类于茄科雷尔氏菌 2a 亚组中，其余 20 个

菌株均聚类于茄科雷尔氏菌区组 1 中.
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Abstract :16S rRNA genes of twenty - one strains of Ralstonia solanαcearum were amplified by PCR , 

which were isolated from Lycopersicum esculentum , Solαnum melongαnα ， Nicotiα阳 的bαcum ， Cαpsicum 

annuum , Ipomoea αquatica ， Kaempferia galαngal ， Zingiber l?庐cinale ， Solanum tuberosum , Ar，αchís hy­

pogαea ， Dendranthemα morifolium ， Morus αlbαand Herbααgαstαches ， respectively. All of the nearly 

complete 16S rRN A gene sequences of the strains were determined to be 1 528 bp , and sequence identity 

of the 16S rDNA ranged from 99.2% to 100%. The number of different base - pair ranged from 1 to 12 

bp among 16S rDNA. The specific nucleotides at positions 458 - 460 and 474 of 16S rDNA were ACT 

and T respectively , except that the isolate HZ - 1 were TTC and A. The results indicated that the 16S 

rDNA sequences of R. solanaceαrum from Guangdong were highly conserved. Phylogenetic analysis of 

16S rDNA sequences showed that HZ -1 clustered to subdivision 2a , while other 20 isolates clustered to 

division 1. 
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茄科雷尔氏菌 Raαl归sto佣n町iωα sol，ωα阳Cαeα旷rum

最重要的植物病原细菌之一，广泛分布于热带、亚热

带及温带地区该病原细菌的寄主范围很广，可侵染

55 科数百种植物[1]. 我国目前已报道有番茄、辣椒、

茄子、马铃薯、烟草、花生、生姜、沙姜、桑、空心菜和

收稿日期 :2008-10·16

按树等 10 余种作物受到该病原细菌的为害.

该病原细菌种内存在明显的分化.根据对不同

寄主植物种类的致病性不同，将该病原细菌划分为 5

个生理小种(Race)[24];而根据不同菌株对 3 种二糖

和 3 种己醇氧化能力的差异，可以将其划分为 6 个
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生化变种(Biovar) [3 ， 5冶].另外，一些研究者还依据菌

株致病性差异，将其划分为不同致病型[可].近年来，

一些学者应用不同的分子生物学方法进一步研究了

茄科雷尔氏菌，结果显示该病原细菌明显区分为 3

最终延伸 10 min. PCR 反应结束后，取 6μL 扩增产

物在 8 g/L 琼脂糖凝胶上电泳，用全自动凝胶成像系

统(SYNGENE) 观察电泳结果.

表 1 供试的 21 个茄科雷尔氏菌菌株1 ) 

个地理组，即亚洲组( Asiaticum )、美洲组( America- Tab.l Twenty-one Ralstonia solanacearum strains used in 

num) 和非洲亚组(African subdivision) [9-11 J .因此，目

前分类意义上的茄科雷尔氏菌明显是一个复合种.

现代原核生物系统发育研究是基于 16S rRNA 

序列分析，通过对茄科雷尔氏菌 16S rDNA 的比较分

析，有可能了解该病原细菌种内系统进化. Li 等[口]

通过对 16S rDNA 序列分析发现，茄科雷尔氏菌可分

为 2 个簇(或亚种) ，与 Cook 等 [9J 先前应用 RFLP 方

法将茄科雷尔氏菌分为 2 个区组(Division) 相对应.

Taghavi 等[ IOJ 根据对 19 个不同寄主和地理来源的茄

科雷尔氏菌菌株 16S rDNA 序列分析，将区组 2 分为

2a 和 2b 2 个亚组; Poussier 等[ 11 J 通过对 31 个菌株

16S rDNA 序列分析，进一步将区组 2 分为 2a 、2b 和

2c 3 个亚组. Villa 等[日]将 68 个菌株也聚类为与菌

株生化变种相关的 4 个簇群，并分别对应于上述的

区组 1 、2b 、2a 和 2c. 本文通过对来源于 12 种寄主植

物的茄科雷尔氏菌代表菌株 16S rDNA 分析，探讨了

这些不同寄主来源菌株分子水平的异同，为进一步

认识该病原细菌提供参考.

1 材料与方法

1. 1 供试菌株

供试菌株共 21 株，分别分离自广东各地不同寄

主植物(表 1 ) .所有菌株均在含 2 ， 3 ， 5 -氧化兰苯基

四氮瞠(TTC) 平板培养基上 28 "c培养 3 d. 选取臼

边宽中间粉红色的单菌落用于试验.

1. 2 菌株基因组 DNA 的提取

按 Boucher 等[ 14 J 方法提取各菌株基因组 DNA.

1. 3 PCR 引物

16S rDNA 的 PCR 扩增引物为: 27f (5'­

AGAGTlTGATCMTGGCTCAG-3' )和 1541r (5'-AAG­

GAGGTGATCCAGCCGCA-3') .上述引物均由上海生

工生物技术工程服务有限公司合成.

1. 4 PCR 扩增体系

以提取的基因组 DNA 为模板进行扩增. PCR 反

应体系(25μL)含如下成分:DNA 模板约 20 -25 吨，

10 x PCR buffer 2. 5 ~μ.LL ， dNTP民吕 200μ川r盯mo

各 0.4μmoνL 和 3U Tiα叫q 酶(TaKaRa叫). P眈CR 扩增条

件为 :9归4 "c预变性 4 min ，之后 94 "c变性 1 min 、

48 "c退火 1 min 、72 "C延伸 2 min ， 30 个循环，72 "c 

菌株

this study 

采样

地点
寄主

ZCZ-2 广州 番茄 Lycopersicum esculentum 

SSF-4 佛山 番茄 Lycopersicum esculentum 

DG-2 东莞 茄子 50lanum 附加ngana

I曰2-3 连州 茄子 50刷ol归αn阳u础uω1m 阳l扣on昭gαm

GY.斗l 高要 辣椒 Ca叩psm比肌 αan阳nn阳!uu肌1m m n Z 

GY-2 高要 辣椒 Ca仰ps町比肌 αanm阳11

RR-1 广州 花生 Ar，ι缸ch怕is hypog，μαea α 

RR-2 广州 花生 Arα创ch帅臼 hy照po愣'gaea

NX兑川-1 南雄 烟草 Ni，屿iCω'ot阳i归αna tabαcum 

NX-5 南雄 烟草 Nicotiana ωbαcum

PY-lO 广州 空心菜午omoea aqωt!ca 

GY050l高要 空心菜非omoea aqωtlca 

HZ-1 惠州 马铃薯 50l，α阳m tubero.阳n

HZ-2 惠州 马铃薯 50lanum tuberosum 

FC-1-1 广州 菊花 Dendranthema morifolium 

CW-1 阳春姜Zingiber officinale 

CW-10 阳春姜 Zingiber officinale 

YC-5 阳春 沙姜 Kaempferia galα叩l

YC-33 阳春 沙姜 Kaen阶ria galangal 

PC 阳春 霍香 Herba agastaches 

MA 阳春 桑树 Morus αlbα

1)21 个菌株生化交种的确定参考文献[ 15 J 

1. 5 序列分析

生化 基因库

变种 登陆号

m EF585132 

N EF585133 

N EF585134 

m EF585135 

m EF585136 

m EF585137 

m EF585138 

N EF585139 

m EF585 140 

m EF585141 

N EF585142 

N EF585 143 

n EF585144 

m EF585145 

N EF585146 

N EF585147 

N EF585149 

N EF585150 

m EF585151 

m EF585152 

m EF585153 

对 PCR 扩增获得的茄科雷尔氏菌各株菌 16S

rDNA 进行双向测序，并将测定的 21 个菌株 16S

rDNA序列，与己登陆 GenBank 的茄科雷尔氏菌 38 个

菌株、与茄科雷尔氏菌密切相关的Blood disease bac­

terium( BDB)4 个菌株和皮氏假单胞菌( Pseudomonas 

syzygii) 2 个菌株的 16S rDNA 序列进行比较分析，应

用 DNAstar 5.0 软件构建系统发育树.

2 结果与分析

2.1 PCR 扩增 16S rDNA 结果

应用原核生物 16S rDNA 通用引物 27f 和 1541r

分别对 21 个茄科雷尔氏菌菌株进行 PCR 扩增，其产

物电泳结果显示，从 21 个菌株基因组 DNA 中均能

成功地扩增出约 1 530 bp 特异片段，与预期片段大

小一致(图 1 ) . 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 II 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 

1 500 bp 
1 000 bp 

500bp 

1 528 bp 

1: 100 bp Ladder marker , 2: SSF4 , 3: ZCZ-2 ,4: LZ-3 , 5: DG-2 , 6: GY-I , 7: GY-2 , 8: HZ斗， 9: HZ-2 , 10: NX-I , 11 : NX-5 , 12: RR-I ,13: RR-2 , 14: 

GY0501 ， 15:PY10 ， 16:YC-5 ， 17:YC33 ， 18:CW-1 ， 19:CW-10 ，20:FC-1-1 ，21:MA ，22:PC ，23: 阴性对照

图 1 21 个菌株 165 rDNA PCR 扩增结果

Fig. 1ηle amplification results of 165 rDNA genes of Rαlstonia solαnaceαurm 21 strains by PCR 

2.2 茄科雷尔氏菌 16S rDNA 序列测定结果

序列测定结果表明，21 个菌株 165 rDNA 近全长

序列均为 1 528 坤，菌株间 165 rDNA 同源率最高为

100% ，最低为 99.2% (表 2) ，其中菌株 55F-4、皿-3 、

GY-l 、 GY-2 、 NX-l 、 RR-l 、 RR-2 、 PY-lO、 YCδ 、 YC-33 、

CW-l 、FC↓1 、 MA 和 PC 的 165 rDNA 序列完全相

同，而其余菌株间 165 rDNA 序列仅存在 1 -12 个碱

基差异;这些菌株与 R. solanacearum GMI1000 的 165

rDNA 序列同源率也均大于 99.2% . 

2.3 茄科雷尔氏菌 16S rDNA 序列系统进化分析

结果

根据测定的 21 个菌株 165 rDNA 序列以及来源

于 GenBa尬的 46 个菌株(包括 P. pickettii 和 R. eωro­

pha 这 2 个外围菌株) 165 rDNA 序列，利用 DNAstar

软件构建系统发育树.结果(图 2) 显示，59 个茄科雷

尔氏菌株、4 个 BDB 菌株和 2 个 P.syzygii 菌株共 65

个菌株可聚类为 4 个分支，其中第 1 分支包含了生

化变种皿、W和V的菌株，对应于区组 1 ;第 2 分支包

含了生化变种 N2 及 BDB 各菌株，对应于 2b 亚组;

第 3 分支包含了生化变种 I 、 E 和 N2 的菌株，对应

于 2a 亚组;第 4 分支包含生化变种 I 中起源于非

洲的菌株，对应于 2c 亚组.本研究的 21 个菌株中

的 20 个菌株聚类在区组 1 ，只有菌株 HZ-l 聚类在

2a 亚组.

表 2 21 个茄科雷尔氏菌及菌株 GMI1ω0 间 168 rDNA 序列的同源率比较

Tab.2 Percentages of 168 rDNA sequences identities of Ralstonia solanacearum 21 strains and strain GMI1000 % 

菌株 SSF 4 ZCZ-2 DG-2 日-3 GY-I GY-2 HZ-I HZ-2 NX-I NXδRR-I RR-2 PY-1O GY0501 YC-5 YC-33 CW-I CW-1O FC-I-I MA PC GMIl(削

SSF4 99.8 99.9 1α) lα) l∞ 99.3 99.9 l∞ 99.8 l∞ 1α} lω 99.9 l∞ l∞ lα) 99.9 lα) l∞ 1∞ lω 

zα-2 99.7 99.8 99.8 99.8 99.2 99.9 99.8 99.9 99.8 99.8 99.8 99.7 99.8 99.8 99.8 99.7 99.8 99.8 99.8 99.8 

DG-2 99.9 99.9 99.9 99.2 99.9 99.9 99.7 99.9 99.9 99.9 l∞ 99.9 99.9 99.9 99.9 99.9 99.9 99.9 99.9 

12-3 l∞ l∞ 99.3 99.9 l∞ 99.8 lα) l∞ lα} 99.9 l∞ 1∞ l∞ 99.9 l∞ lω l∞ lα} 

GY-I lα) 99.3 99.9 l∞ 99.8 l∞ l∞ lω 99.9 l∞ 1∞ l∞ 99.9 1∞ l∞ l∞ lα} 

GY-2 99.3 99.9 l∞ 99.8 l∞ lα) lα} 99.9 1∞ l∞ l∞ 99.9 1∞ l∞ l∞ l∞ 
HZ-I 99.3 99.3 99.2 99.3 99.3 99.3 99.2 99.3 99.3 99.3 99.2 99.3 99.3 99.3 99.3 

HZ-2 99.9 99.9 99.9 99.9 99.9 99.9 99.9 99.9 99.9 99.9 99.9 99.9 99.9 99.9 
NX-l 99.8 l∞ lω lα} 99.9 l∞ 1∞ l∞ 99.9 l∞ l∞ l∞ l∞ 
NX-5 99.8 99.8 99.8 99.7 99.8 99.8 99.8 99.7 99.8 99.8 99.8 99.8 

RR-I lα) 1∞ 99.9 l∞ 1∞ l∞ 99.9 l∞ l∞ lα} lω 

RR-2 1∞ 99.9 l∞ 1∞ l∞ 99.9 l∞ l∞ l∞ 1∞ 
PY-1O 99.9 lα} lα} l∞ 99.9 l∞ lα) l∞ l∞ 
GY0501 99.9 99.9 99.9 99.9 99.9 99.9 99.9 99.9 

YC-5 1∞ l∞ 99.9 l∞ l∞ l∞ 1∞ 
YC-33 lω99.9 1∞ l∞ l∞ l∞ 
CW-l 99.9 l∞ l∞ lα) l∞ 
CW- lO 99.9 99.9 99.9 99.9 

FC-I-I lα} lα} l∞ 
MA lα) l∞ 
PC l∞ 
GMI1删
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3.2 2 

WP266(AY 464950, IIl) 
P67(AY464951 , IV) 
EI52(AY464961 , lll) 
E186(AY464962、 IV)
Ul 54(A Y 464976咱 lll)
Ps6-3-I(AY464969, IV) 
MAFF211479(AY464975, IV) 
R791(U27987, lll) 
R288(U27984 , V) 
GMll 000(NC003295 , lll) 
YC-33(EF585151 , lll) 
YC-5(EF585 150、 IV)
SSF-4(EF585133, IV) 
RR-2(EF585 139, IV) 
ACH092(U27985 , IV) 
Z8b(AY 464979、 IV)
ACHOI7(U27986, lll) 
CIP365(U28220, V) 
MAFF211266(AB024604, 1) 
MAFF30l 520(AB024607, IV) 
RR-I (EF585138, lll) 
PY-IO(EF585 142, IV) 
PC(EF585152, lll) 
NX-I(EF585140, lll) 
MA(EF585 153, lll) 
LZ-3(EF585135, lll) 
GY-2(EF585137, lll) 
GY-I(EF585136, lll) 
FC-I-I(EF585146, JV) 
DG-2(EF585 134, IV) 
GY0501(EF585143, JV) 
CW-IO(EF585 149, JV) 
ZCZ-2(EF585132 , lll) 
NX-5(EF585141 , lll) 
HZ-2(EF585145, lll) 
CW-I(EF585147, JV) 
ACH0732(U27983 , ll) 
R780(U27983 , N2) 
WP20(AY464952, N2) 
PsyzygliROO 1 (U2823 7) 
PsyzygliR058(U28238) 
R506(U28234, N05) 
T520(AY46497 , N05) 
R223(U28236, N05) 
R233(U28235 , N05) 
RI42(U28233 , N2) 
MAFF301559(AB024608 , N2) 
R483(U28228 , 1) 
R634(U28229, 1) 
R639(U28231 , 1) 
R633(U28230, 1) 
ACH0158(U28224, ll) 
CIPIO(U28227, N2) 
BR 150(U28225、 11)
CIP238(U28226, 11) 
HZ-l(EF585 144, 11) 
CFBPI036(AF207891 , 1) 
R207(U28223 , 1) 
CFBP712(AF207892, 1) 
PDDCC 1727(U282211 , 1) 
CIP210(U28222, 1 ) 
NCPPB 1 0 18(AF207893, I ) 
NCPPB342(AF207896、 1 ) 
CFBP734(AF207895 , 1) 
CFBP2146(AF207894, 1 ) 
R eutropha(NC _ 007347) 

j R pickett(AB021403) 

。

2b 

2a 

2c 

Nucleotide Substitutions( x 100) 

图 2 茄科雷尔氏菌及相关菌株的 16S rDNA 系统发育树

Fig.2 Phylogenetic tree of the tested 21 strains and other 38 strains of Ralstonia solanacearum ,4 strains of BDB and 2 strains of PsetuW­
monas syzygii , based on 16S rDNA sequence comparisons 

3 讨论与结论

16S rDNA 在细菌种内相当保守，而种间某些区域

在一级结构水平上有显著差异口5]_ 16S rDNA 己作为

十分重要的分子指标，广泛地应用于细菌遗传特征、鉴
定与分类等研究[l6l7]. 茄科雷尔氏菌 16S rDNA 全长

为 1 534 bp ( GenBank 登录号:NC∞3295)[18] ，虽然该

病原细菌是一个复合种，其种内不同寄主或不同地理

来源的株系间存在明显分化，但目前的研究结果显示
其 16S rDNA 十分保守[川2].

Li 等[川和 Taghavi 等[川等先后利用 PCR 扩增获

得该病原细菌不同菌株 16S rDNA 的部分序列，比较

结果表明其序列同源率在 99.1% 以上;而 16S rDNA 

序列的 458 -捕。位点以及 474 位点上的碱基可以作

为茄科雷尔氏菌 2 个区组分类的依据，即区组 1 在这

几个位点上的碱基是 ACT 和 T，而区组 2 为 TTC 和

A;但区组 1 中 ACH0732 这个非典型菌株例外，其碱基

为 TCT 和 c[川].本研究也应用 PCR 方法获得 12 种

寄主植物来源的 21 株茄科雷尔氏菌 16S rDNA 近全长

序列(1 528 bp) ，除 HZ-l 菌株外，其余 20 个菌株间

16S rDNA 序列间同源率为 99.7% -1∞%(菌株间序

列变异碱基不超过 3 个) ，而 HZ-l 与其他菌株间 16S

rDNA 序列间同源率为 99.2% -99.3% (该菌株与其

他菌株间变异碱基 10 -12 个) ;可见，不同寄主来源的

茄科雷尔氏菌菌株的 16S rDNA 序列高度保守.进一

步序列比较结果表明，除 HZ-l 外，其余 20 个菌株(均
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聚类于区组 1 )在 458 -4ω 位点的碱基为 ACT ，474 位

点的碱基为 T;而菌株 HZ-l (聚类于区组 2)在相应位

点的碱基分别为 TTC 和 A. 因此，本研究结果进一步
支持了前人的结论[1011].

基于 165 rDNA 的茄科雷尔氏菌系统发育树可将

茄科雷尔氏菌划分为区组 1 (或亚洲组)和区组 2( 或

美洲组) ，区组 2 还可以再分为 2a 、2b 和 2c 3 个亚组，

且上述区组与菌株的生化变种相关，即区组 l 主要包

括生化变种皿、N和V ，2a 亚组由生化变种1(起源于美

洲的)、E和 N2 组成，2b 亚组由生化变种 N2 及 BDB 菌

株组成，2c 亚组由来源于非洲南部的生化变种I组成;

但 ACH0732(生化变种11) 和 MAFF2112俑(生化变种1)

这 2 个非典型菌株例外，二者均属于区组 1 [10 川].本研

究 21 个菌株中，仅菌株 HZ-l 属生化变种11，并聚类在

区组 2a 中，而其余 20 个菌株分别属生化变种E和N ，

且均聚类在区组 l 中，可见，在菌株生化变种与区组相

关性方面，本研究结果与前人[川]是一致的.但由于目

前分离的广东茄科雷尔氏菌主要是生化变种皿和N ，

关于其他生化变种及其遗传特征等还需要作更进一

步的研究.

对于分离自广东惠州马铃薯上的 HZ-l 菌株，生

理生化特性(结果待发表)、165 rDNA 序列比较及系

统发育分析均表明该菌株与其他菌株存在明显差异，

推测该菌株与其他 20 个菌株的起源不同.由于广东马

铃薯种薯均是从北方调运来的，因此关于该菌株的真

正起源及与其他菌株间致病性差异等还有待于深入

研究
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