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细菌 DNA 特征序列鉴定法在常见种属中的鉴定水平研究 *
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摘要　目的：开展细菌 DNA 特征序列鉴定法在药品质量控制中常见种属的鉴定水平研究，为药品全生命

周期质量控制中的菌株鉴定与污染风险识别提供方法依据。方法：针对性地选择芽孢杆菌、库克氏菌、微

球菌、柠檬酸杆菌、肠杆菌、肠球菌、假单胞菌、不动杆菌、鞘氨醇单胞菌和罗尔斯通氏菌共 10 个常见属中

41 个种 72 株的典型菌株，依据细菌 DNA 特征序列鉴定法，建立菌株鉴定的 DNA 特征序列，分析属内种间

的菌株聚类关系，评价菌株 DNA 特征序列的鉴定水平。结果：10 个属 41 个种典型菌株的 DNA 特征序列

均具有特异性。结论：细菌 DNA 特征序列可满足“种”水平的鉴定，为药品质量控制中常见细菌的鉴定、

分类与溯源提供研究思路和方法依据。
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Study on the identification level of bacterial DNA signature 
sequence identification in common bacterial species*
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Abstract　Objective：To study on the identification level of common bacteria in the drug quality control by 
DNA signature sequence，and to provide reference for the identification of bacterial strains and contamination risk 
investigation of the whole life cycle quality control of drugs. Methods：72 strains in 41 species in 10 common genus were 
selected for study，including Bacillus，Kocuria，Micrococcus，Citrobacter，Enterobacter，Enterococcus，Pseudomonas，
Acinetobacter，Sphingomonas and Rolstonia. According to the bacterial DNA signature sequence identification 
method，the bacterial DNA signature sequences were established，the cluster relationship between the species 
within the genus were analyzed, and the strain identification level was evaluated. Results：The DNA signature 
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sequences which identified by 72 strains of 14 species in 10 genus were respectively specificity in the level of 
species. Conclusion：The bacterial DNA signature sequence can identify bacterial in the level of species . The 
results may provide research ideas and methodological basis for the identification，classification and traceability of 
common bacteria in drug quality control.
Keywords：bacterial identification；DNA signature sequence；phylogenetic analysis；drug quality control；risk 
identification

背景。

1.2　主要仪器与试剂　VITEK 全自动微生物生化鉴

定系统（Biomerieux 公司）；RiboPrinter 全自动微生物

基因指纹鉴定系统，及配套 EcoR I 试剂套装（DuPont
公司）；ABI9700 型 PCR 扩增仪（ABI 公司）；琼脂糖

凝胶电泳仪及成像系统（BioRad 公司）；MIR-254 型

培 养 箱（SANYO 公 司）；LABGARD 型 生 物 安 全 柜

（NuAire 公司）。

胰酪胨大豆琼脂平板（TSA，Biomerieux 公司）；

细 菌 基 因 组 DNA 小 量 纯 化 试 剂 盒、Premix TaqTM 

DNA 聚合酶试剂盒（TAKARA，大连宝生物工程有

限公司）；POP-7 Ploymer、BDT V3.1 SEQ Buffer 等核

酸测序试剂（Lifetech 公司）；其他化学试剂均为分

析纯。

1.3　菌株 DNA 特征序列片段扩增及核酸测序鉴

定　 试验菌株经分离纯化获得单克隆菌落，提取

菌 株 基 因 组 DNA。 分 别 以 正 向 引 物（16SV1F）：

5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ 和 反 向 引 物

（16SV3R）：5’-GTATTACCGCGGCTGCTGGC-3’ 扩

增细菌 16S rRNA 基因中 V1~V3 区核酸序列，获得

500 bp 左右单一的特异性条带。PCR 扩增体系为

20 μL，其 中 Premix 10 μL，基 因 组 DNA 0.5 μL，引 物

各 0.25 μL，ddH2O 9 μL。PCR 反应条件：94 ℃ 3 min；

94 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 45 s，32 个循环；72℃ 5 
min。将 PCR 产物纯化后进行单链扩增，扩增体系

为 20 μL，其中 PCR 产物 1 μL，引物（3.2 pmol）4 μL，

BigDye（2.5×）8 μL，ddH2O 7 μL；PCR 反 应 条 件：96 
℃ 1 min，96 ℃ 10 s，50 ℃ 5 s，60 ℃ 4 min，25 个循环，

4 ℃保温。采用试剂盒（BigDye XTerminator Purification 
Kit）纯化单链扩增产物后，按照核酸测序仪说明操

作，上机测序。

1.4　核酸序列聚类关系分析　对获得的核酸序列进

行测序质量值校核后（Q 值 >30），采用 Lasergene 软

件进行序列拼接，导入 Mega 5.0 序列分析软件，以邻

微生物污染是引发用药安全事件的重要因素，美

国 FDA 公布的药品召回事件中，由“药品生产过程

未达到无菌保障水平”、“环境微生物监控超标”、“无

菌检查结果阳性”等微生物控制问题引发的事件占

比将近 50%。药品生产质量管理规范（GMP）2010
版、美国注射剂协会技术要求指南（PDA Technical 
Report）等法规和规范性文件中，对于微生物的鉴定

均提出了更高要求；《中华人民共和国药典》2020 年

版四部拟新增“细菌 DNA 特征序列鉴定法”（通则

1021），为药品原料、辅料、制药用水、中间产品、终产

品、包装材料和环境等药品质量控制环节中的细菌鉴

定提供具体方法［1-3］。

根据美国 FDA 药品召回公告、国家药品审评

核查公告等监管信息，常见细菌污染物主要有以下

几个属：柠檬酸杆菌、肠杆菌、肠球菌等非无菌制剂

生产工艺中的常见菌［4-5］；葡萄球菌、芽孢杆菌、库

克氏菌、微球菌等［6-7］生产环境中的常见菌，其中葡

萄球菌已开展相关研究工作［8］；假单胞菌、不动杆

菌、鞘氨醇单胞菌、罗尔斯通氏菌等水系统中的常

见菌［9-10］。

本文以制药行业质量控制中常见细菌污染物为

研究对象，以细菌 DNA 特征序列鉴定法为依据，开展

菌株鉴定水平的研究，为药品质量控制中常见细菌的

鉴定、分类与溯源提供研究数据；为药品微生物质量

控制中的细菌核酸测序鉴定标准化及药品质量标准

提高等工作提供研究思路和参考依据［11］。

1　材料与方法

1.1　试验菌株　试验用标准菌株购自美国微生物

菌种保藏中心（ATCC）、中国医学细菌菌种保藏管

理中心（CMCC）、中国工业微生物菌种保藏管理中

心（CICC）等权威菌种保藏中心；试验用分离株来

源于药品质量控制的各环节，由本实验室收集、保

藏。试验菌株采用革兰染色、生化反应、核糖体分

型等多相分类鉴定方法进行鉴定，确证菌株遗传
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接 建 树 法（neighbor joining clustering method）方 法

进 行 序 列 比 对，以 Bootstrap Method（1000）、Kimura 
2-Parameter Model、Uniform Rates、Pairwise Deletion
的统计学计算方式，构建 NJ 进化树（neighbor-joining 
tree），聚类分析各个种属之间的进化关系。

2　实验结果

2.1　多 相 分 类 鉴 定　 收 集 整 理 芽 孢 杆 菌 属 5 个

种 10 株、库 克 氏 菌 属 4 个 种 7 株、微 球 菌 属 1 个

种 4 株、柠 檬 酸 杆 菌 属 5 个 种 8 株、肠 杆 菌 属 4 个

种 8 株、肠球菌属 7 个种 12 株、假单胞菌属 5 个种

9 株、不动杆菌属 4 个种 6 株、鞘氨醇单胞菌属 4 个

种 4 株、罗尔斯通氏菌属 2 个种 4 株，共 10 个属 72
株细菌，用于菌株 DNA 特征序列鉴定，菌株信息见

表 1。

表 1　本文用于菌株 DNA 特性序列鉴定的菌株信息

Tab. 1　Bacterial isolate information using for phylogenetic analysis in this study

序号
（number）

属名（genus） 种名（speices）
试验菌株数量

（strain number）

1 芽孢杆菌（Bacillus） 枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis），苏云金芽孢杆菌（Bacillus 
thuringiensis），蜡样芽孢杆菌（Bacillus cereus），巨大芽孢杆
菌（Bacillus megaterium），地衣芽孢杆菌（Bacillus licheniformis）

10

2 库克氏菌（Kocuria） 嗜根库克氏菌（Kocuria rhizophila），玫瑰库克氏菌（Kocuria 
rosea），克氏库克氏菌（Kocuria kristinae），变异库克氏菌

（Kocuria varians）

7

3 微球菌（Micrococcus） 藤黄微球菌（Micrococcus luteus） 4

4 柠檬酸杆菌（Citrobacter） 弗氏柠檬酸杆菌（Citrobacter freundii），杨氏柠檬酸杆菌（Citrobacter
 youngae），布氏柠檬酸杆菌（Citrobacter braakii），穆氏柠
檬酸杆菌（Citrobacter murliniae）

8

5 肠杆菌（Enterobacter） 产气肠杆菌（Enterobacter aerogenes），阪崎肠杆菌（Enterobacter 
sakazakii），阴沟肠杆菌（Enterobacter cloacae），生癌肠杆
菌（Enterobacter cancerogenus）

8

6 肠球菌（Enterococcus） 粪肠球菌（Enterococcus faecalis），铅黄肠球菌（Enterococcus 
casseliflavus），鸡肠球菌（Enterococcus gallinarum），海氏
肠球菌（Enterococcus hirae），盲肠肠球菌（Enterococcus 
cecorum），屎肠球菌（Enterococcus faecium），耐久肠球菌

（Enterococcus durans）

12

7 假单胞菌（Pseudomonas） 施氏假单胞菌（Pseudomonas stutzeri），绿针假单胞菌（Pseudomonas 
chlororaphis），恶臭假单胞菌（Pseudomonas putida），铜绿假
单胞菌（Pseudomonas aeruginosa），荧光假单胞菌（Pseudomonas 
fluorescens）

9

8 不动杆菌（Acinetobacter） 鲍曼不动杆菌（Acinetobacter baumannii），溶血不动杆菌
（Acinetobacter haemolytius），印度不动杆菌（Acinetobacter 

indicus），拜氏不动杆菌（Acinetobacter beijerinckii）

6

9 鞘氨醇单胞菌（Sphingomonas） 血红鞘氨醇单胞菌（Sphingomonas sanguinis），少动鞘氨醇
单胞菌（Sphingomonas paucimobilis），玫瑰黄鞘氨醇单胞
菌（Sphingomonas roseiflava），维氏鞘氨醇单胞菌（Sphingomonas
 wittichii）

4

10 罗尔斯通氏菌（Rolstonia） 皮氏罗尔斯通氏菌（Rolstonia pickettii），茄科罗尔斯通氏菌
（Rolstonia solanacearum）

4

总计（total） 72
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分 别 采 用 VITEK 生 化 鉴 定 和 Ribotyping 核 糖

体分型鉴定方法，对收集的菌株进行多相分类鉴定，

确认菌株遗传背景（如表 2），结果显示：库克氏菌、

微球菌、肠杆菌、肠球菌属中代表性菌株的多相分类

鉴定结果一致；芽孢杆菌属中，枯草芽孢杆菌多相分

类鉴定结果一致，苏云金芽孢杆菌、蜡样芽孢杆菌生

化鉴定结果的分辨率低（low discrimination，指鉴定

结果无确定的菌株名称），巨大芽孢杆菌、地衣芽孢

杆菌 Ribotyping 鉴定结果分辨率低（low probability，

指仪器判读结果的菌株相似度 <0.80 或无确定的菌

株名称）；柠檬酸杆菌属中，弗氏柠檬酸杆菌多相分

类鉴定结果一致，杨氏柠檬酸杆菌、布氏柠檬酸杆菌

Ribotyping 鉴定结果的分辨率低，穆氏柠檬酸杆菌无

法确认菌株遗传背景；假单胞菌属中，施氏假单胞菌、

铜绿假单胞菌、荧光假单胞菌多相分类鉴定结果一

致，绿针假单胞菌、恶臭假单胞菌生化鉴定结果的分

辨率低；不动杆菌属中，鲍曼不动杆菌、印度不动杆

菌、拜氏不动杆菌生化鉴定结果的分辨率低，溶血不

动杆菌 Ribotyping 鉴定结果的分辨率低；鞘氨醇单胞

菌属中，少动鞘氨醇单胞菌 Ribotyping 鉴定结果的分

辨率低，血红鞘氨醇单胞菌、玫瑰黄鞘氨醇单胞菌、维

氏鞘氨醇单胞菌无法确认菌株遗传背景；罗尔斯通氏

菌属中，皮氏罗尔斯通氏菌多相分类鉴定结果一致，

茄科罗尔斯通氏菌生化鉴定结果的分辨率低。对于

多相分类鉴定结果不一致或者无法确认菌株遗传背

景的菌株，将测序获得的 DNA 特征序列与 Genbank
数据库进行比对，获取参比序列（RefSeq），间接佐证

菌株的遗传背景。

表 2　多相分类鉴定结果统计

Tab. 2　Bacterial multiphase identification in this study

序号

（number）

编号

（number）

菌株名称

（species）
VITEK Ribotyping RefSeq

1 ATCC 6633 枯草芽孢杆菌

（B. subtilis）
枯草芽孢杆菌

（B. subtilis）
枯草芽孢杆菌

（B. subtilis）
/

2 CICC 22945 苏云金芽孢杆菌

（B. thuringiensis）
低分辨率

（low discrimination）

苏云金芽孢杆菌

（B. thuringiensis）
NR 043403.1

3 ATCC 10876 蜡样芽孢杆菌

（B. cereus）
低分辨率

（low discrimination）

蜡样芽孢杆菌

（B. cereus）
NR 074540.1

4 KW-05026 巨大芽孢杆菌

（B. megaterium）

巨大芽孢杆菌

（B. megaterium）

低置信度

（low probability）

NR 116873.1

5 KW-05027 枯草芽孢杆菌

（B. subtilis）
枯草芽孢杆菌

（B. subtilis）
枯草芽孢杆菌

（B. subtilis）
/

6 KW-05029 巨大芽孢杆菌

（B. megaterium）

巨大芽孢杆菌

（B. megaterium）

低置信度

（low probability）

NR 116873.1

8 KW-05039 地衣芽孢杆菌

（B. licheniformis）
地衣芽孢杆菌

（B. licheniformis）
低置信度

（low probability）

NR 074923.1

9 KW-05044 地衣芽孢杆菌

（B. licheniformis）
地衣芽孢杆菌

（B. licheniformis）
低置信度

（low probability）

NR 074923.1

10 KW-05049 苏云金芽孢杆菌

（B. thuringiensis）
低分辨率

（low discrimination）

苏云金芽孢杆菌

（B. thuringiensis）
NR 043403.1

11 KW-05050 蜡样芽孢杆菌

（B. cereus）
低分辨率

（low discrimination）

蜡样芽孢杆菌

（B. cereus）
NR 074540.1

12 CMCC28001 嗜根库克氏菌

（K. rhizophila）

嗜根库克氏菌

（K. rhizophila）

嗜根库克氏菌

（K. rhizophila）

/

13 ATCC 49321 玫瑰库克氏菌

（K. rosea）

玫瑰库克氏菌

（K. rosea）

玫瑰库克氏菌

（K. rosea）

/

14 ATCC 27570 克氏库克氏菌

（K. kristinae）

克氏库克氏菌

（K. kristinae）

克氏库克氏菌

（K. kristinae）

/
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序号

（number）

编号

（number）

菌株名称

（species）
VITEK Ribotyping RefSeq

15 ATCC 15306 变异库克氏菌

（K. varians）
变异库克氏菌

（K. varians）
变异库克氏菌

（K. varians）
/

16 KW-07023 玫瑰库克氏菌

（K. rosea）

玫瑰库克氏菌

（K. rosea）

玫瑰库克氏菌

（K. rosea）

/

17 KW-07024 玫瑰库克氏菌

（K. rosea）

玫瑰库克氏菌

（K. rosea）

玫瑰库克氏菌

（K. rosea）

/

18 KW-07025 嗜根库克氏菌

（K. rhizophila）

嗜根库克氏菌

（K. rhizophila）

嗜根库克氏菌

（K. rhizophila）

/

19 CICC 10680 藤黄微球菌

（M. luteus）
藤黄 / 里拉微球菌

（M. luteus / lylae）

藤黄微球菌

（M. luteus）
/

20 ATCC 4698 藤黄微球菌

（M. luteus）
藤黄 / 里拉微球菌

（M. luteus / lylae）

藤黄微球菌

（M. luteus）
/

21 KW-06031 藤黄微球菌

（M. luteus）
藤黄 / 里拉微球菌

（M. luteus / lylae）

藤黄微球菌

（M. luteus）
/

22 KW-06032 藤黄微球菌

（M. luteus）
藤黄 / 里拉微球菌

（M. luteus / lylae）

藤黄微球菌

（M. luteus）
/

23 ATCC43864 弗氏柠檬酸杆菌

（C. freundii）
弗氏柠檬酸杆菌

（C. freundii）
弗氏柠檬酸杆菌

（C. freundii）
/

24 CICC24146 杨氏柠檬酸杆菌

（C. youngae）

杨氏柠檬酸杆菌

（C. youngae）

柠檬酸杆菌属

（C. species）
NR 041527.1

25 CICC21597 布氏柠檬酸杆菌

（C. braakii）
布氏柠檬酸杆菌

（C. braakii）
弗氏柠檬酸杆菌

（C. freundii）
NR 028687.1

26 CICC24136 穆氏柠檬酸杆菌

（C. murliniae）

低分辨率

（low discrimination）

低置信度

（low probability）

NR 028688.1

27 CICC21596 杨氏柠檬酸杆菌

（C. youngae）

杨氏柠檬酸杆菌

（C. youngae）

低置信度

（low probability）

NR 041527.1

28 KW-12011 弗氏柠檬酸杆菌

（C. freundii）
弗氏柠檬酸杆菌

（C. freundii）
弗氏柠檬酸杆菌

（C. freundii）
/

29 KW-12012 弗氏柠檬酸杆菌

（C. freundii）
弗氏柠檬酸杆菌

（C. freundii）
弗氏柠檬酸杆菌

（C. freundii）
/

30 ATCC 13048 产气肠杆菌

（E. aerogenes）
产气肠杆菌

（E. aerogenes）
产气肠杆菌

（E. aerogenes）
/

31 CICC 10293 产气肠杆菌

（E. aerogenes）
产气肠杆菌

（E. aerogenes）
产气肠杆菌

（E. aerogenes）
/

32 ATCC 29544 阪崎肠杆菌

（E. sakazakii）
阪崎肠杆菌

（E. sakazakii）
阪崎肠杆菌

（E. sakazakii）
/

33 CICC 21560 阪崎肠杆菌

（E. sakazakii）
阪崎肠杆菌

（E. sakazakii）
阪崎肠杆菌

（E. sakazakii）
/

34 KW-11011 阴沟肠杆菌

（E. cloacae）

阴沟肠杆菌

（E. cloacae）

阴沟肠杆菌

（E. cloacae）

/

35 KW-11012 阴沟肠杆菌

（E. cloacae）

阴沟肠杆菌

（E. cloacae）

阴沟肠杆菌

（E. cloacae）

/
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序号

（number）

编号

（number）

菌株名称

（species）
VITEK Ribotyping RefSeq

36 KW-11013 阴沟肠杆菌

（E. cloacae）

阴沟肠杆菌

（E. cloacae）

阴沟肠杆菌

（E. cloacae）

/

37 KW-11014 生癌肠杆菌

（E. cancerogenus）
生癌肠杆菌

（E. cancerogenus）
生癌肠杆菌

（E. cancerogenus）
/

38 CICC 10396 粪肠球菌

（E. faecalis）
粪肠球菌

（E. faecalis）
粪肠球菌

（E. faecalis）
/

39 CICC 10433 铅黄肠球菌

（E. casseliflavus）
铅黄肠球菌

（E. casseliflavus）
铅黄肠球菌

（E. casseliflavus）
/

40 CICC 24240 鸡肠球菌

（E. gallinarum）

鸡肠球菌

（E. gallinarum）

鸡肠球菌

（E. gallinarum）

/

41 CICC 23228 海氏肠球菌

（E. hirae）

海氏肠球菌

（E. hirae）

海氏肠球菌

（E. hirae）

/

42 CICC 21607 盲肠肠球菌

（E. cecorum）

盲肠肠球菌

（E. cecorum）

盲肠肠球菌

（E. cecorum）

/

43 CICC 20089 屎肠球菌

（E. faecium）

屎肠球菌

（E. faecium）

屎肠球菌

（E. faecium）

/

44 CICC 20177 耐久肠球菌

（E. durans）
耐久肠球菌

（E. durans）
耐久肠球菌

（E. durans）
/

45 KW-09021 耐久肠球菌

（E. durans）
耐久肠球菌

（E. durans）
耐久肠球菌

（E. durans）
/

46 KW-09022 耐久肠球菌

（E. durans）
耐久肠球菌

（E. durans）
耐久肠球菌

（E. durans）
/

47 KW-09023 粪肠球菌

（E. faecalis）
粪肠球菌

（E. faecalis）
粪肠球菌

（E. faecalis）
/

48 KW-09024 铅黄肠球菌

（E. casseliflavus）
铅黄肠球菌

（E. casseliflavus）
铅黄肠球菌

（E. casseliflavus）
/

49 KW-09026 粪肠球菌

（E. faecalis）
粪肠球菌

（E. faecalis）
粪肠球菌

（E. faecalis）
/

50 CICC 10402  施氏假单胞菌

（P. stutzeri）
施氏假单胞菌

（P. stutzeri）
施氏假单胞菌

（P. stutzeri）
/

51 CICC 20676 绿针假单胞菌

（P. chlororaphis）
低分辨率

（Low discrimination）

荧光假单胞菌

（P. fluorescens）
NR 042939.1

52 CICC 10216 绿针假单胞菌

（P. chlororaphis）
铜绿假单胞菌

（P. aeruginosa）

绿针假单胞菌

（P. chlororaphis）
NR 042939.1

53 CICC 10368 恶臭假单胞菌

（P. putida）

低分辨率

（Low discrimination）

恶臭假单胞菌

（P. putida）

NR 114479.1

54 CMCC10104  铜绿假单胞菌

（P. aeruginosa）

铜绿假单胞菌

（P. aeruginosa）

铜绿假单胞菌

（P. aeruginosa）

/

55 GIM1.776 荧光假单胞菌

（P. fluorescens）
荧光假单胞菌

（P. fluorescens）
荧光假单胞菌

（P. fluorescens）
/

56 KW-04021 铜绿假单胞菌

（P. aeruginosa）

铜绿假单胞菌

（P. aeruginosa）

铜绿假单胞菌

（P. aeruginosa）

/
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序号

（number）

编号

（number）

菌株名称

（species）
VITEK Ribotyping RefSeq

57 KW-04022 铜绿假单胞菌

（P. aeruginosa）

铜绿假单胞菌

（P. aeruginosa）

铜绿假单胞菌

（P. aeruginosa）

/

58 KW-04040 荧光假单胞菌

（P. fluorescens）
荧光假单胞菌

（P. fluorescens）
荧光假单胞菌

（P. fluorescens）
/

59 CICC 10254 鲍曼不动杆菌

（A. baumannii）
低分辨率

（low discrimination）

鲍曼不动杆菌

（A. baumannii）
NR 117620.1

60 CICC 22018 溶血不动杆菌

（A. haemolytius）
溶血不动杆菌

（A. haemolytius）
低分辨率

（low discrimination）

X 81662.1

61 CICC 23878 印度不动杆菌

（A. indicus）
低分辨率

（low discrimination）

低分辨率

（low discrimination）

NR 133954.1

62 CICC 23877 拜氏不动杆菌

（A. beijerinckii）
低分辨率

（low discrimination）

低分辨率

（low discrimination）

AB 859734.1

63 KW-14012 鲍曼不动杆菌

（A. baumannii）
鲍曼不动杆菌

（A. baumannii）
鲍曼不动杆菌

（A. baumannii）

64 KW-14014 鲍曼不动杆菌

（A. baumannii）
鲍曼不动杆菌

（A. baumannii）
鲍曼不动杆菌

（A. baumannii）
/

65 CICC 10892 血红鞘氨醇单胞菌

（S. sanguinis）
血红鞘氨醇单胞菌

（S. sanguinis）
鞘氨醇单胞菌属

（S. species）
NR 043427.1

66 CICC 23965 少动鞘氨醇单胞菌

（S. paucimobilis）
少动鞘氨醇单胞菌

（S. paucimobilis）
鞘氨醇单胞菌属

（S. species）
NR 115523.1

67 CICC23900 玫瑰黄鞘氨醇单胞菌

（S. roseiflava）

少动鞘氨醇单胞菌

（S. paucimobilis）
低置信度

（low probability）

NR 043426.1

68 CICC10426 维氏鞘氨醇单胞菌

（S. wittichii）
低分辨率

（low discrimination）

低置信度

（low probability）

NR 074268.1

69 CICC 10679 皮氏罗尔斯通氏菌

（R. pickettii）
皮氏罗尔斯通氏菌

（R. pickettii）
皮氏罗尔斯通氏菌

（R. pickettii）
/

70 CICC 24306 茄科罗尔斯通氏菌

（R. solanacearum）

低分辨率

（low discrimination）

茄科罗尔斯通氏菌

（R. solanacearum）

NR 044040.1

71 CICC 24305 茄科罗尔斯通氏菌

（R. solanacearum）

低分辨率

（low discrimination）

茄科罗尔斯通氏菌

（R. solanacearum）

NR 044040.1

72 BNCC 186282 皮氏罗尔斯通氏菌

（R. pickettii）
皮氏罗尔斯通氏菌

（R. pickettii）
皮氏罗尔斯通氏菌

（R. pickettii）
/

2.2　菌株 DNA 特征序列鉴定与聚类分析　将遗传

背景确认的菌株进行核酸测序鉴定，获得经校核的

高质量核酸序列，将菌株鉴定的 DNA 特征序列生成

fasta 文件，导入 Mega 5.0 序列分析软件，以 Bootstrap 
Method（1000）、Kimura 2-Parameter Model、Uniform 
Rates、Pairwise Deletion 的统计学计算方式，构建 N-J
进化树（如图 1）。聚类分析结果显示：菌株鉴定的

DNA 特征序列在 10 个属 41 个种的水平，均具有特

异性。芽孢杆菌属中的枯草芽孢杆菌、苏云金芽孢杆

菌，蜡样芽孢杆菌、巨大芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌，库

克氏菌属中的嗜根库克氏菌、玫瑰库克氏菌、克氏库

克氏菌、变异库克氏菌，微球菌属中的藤黄微球菌，柠

檬酸杆菌属中的弗氏柠檬酸杆菌、杨氏柠檬酸杆菌、

布氏柠檬酸杆菌、穆氏柠檬酸杆菌，肠杆菌属中的产

气肠杆菌、阪崎肠杆菌、阴沟肠杆菌、生癌肠杆菌，肠

球菌属中的粪肠球菌、铅黄肠球菌、鸡肠球菌、海氏肠

球菌、屎肠球菌、盲肠肠球菌、耐久肠球菌，假单胞菌

属中的铜绿假单胞菌、施氏假单胞菌、绿针假单胞菌、

荧光假单胞菌、恶臭假单胞菌，不动杆菌属中的鲍曼

不动杆菌、溶血不动杆菌、印度不动杆菌、拜氏不动杆

菌鞘氨醇单胞菌属中的血红鞘氨醇单胞菌、少动鞘氨

醇单胞菌、玫瑰黄鞘氨醇单胞菌，维氏鞘氨醇单胞菌

表 2（续）
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以及罗尔斯通氏菌属中的皮氏罗尔斯通氏菌、茄科罗

尔斯通氏菌的 DNA 特征序列均各自聚类为一个分

支，可以准确鉴定到“种”的水平，并为分型溯源提供

参考。

图 1　72 株细菌 DNA 特征序列鉴定聚类进化树状图

Fig. 1　Dendrogram of DNA signature sequence of 72 isolates

3　讨论

药品微生物质量控制中的环境监控、偏差调查与

溯源分析等多个关键环节，对于菌株鉴定的要求均需

达到“种”甚至“菌株”的水平，传统的形态学、显微

镜检、理化分析及生化鉴定等方法已无法满足药品微

生物质量控制的需求［11］，采用基因型水平鉴定技术，

开展微生物鉴定的标准化研究是药品质量控制发展

的必然趋势，《中华人民共和国药典》2020 年版首次

收载“细菌 DNA 特征序列鉴定法”（通则 1021），是

该专业领域发展趋势的重要体现。

3.1　多相分类鉴定　微生物遗传背景的确认，是开

展菌株 DNA 特征序列鉴定及建立标准核酸序列的前

提。本文采用生化鉴定、核糖体分型及借助 Genbank
数据库参比序列相结合的方法，对于常见的 10 个

“属”41 个“种”72 个菌株进行了多相分类鉴定，其

中，库克氏菌属、微球菌属、肠杆菌属、肠球菌属的多
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相分类鉴定结果的一致性较好；芽孢杆菌属、柠檬酸

杆菌属、假单胞菌属、不动杆菌属、鞘氨醇单胞菌属、罗

尔斯通氏菌属均不同程度出现了生化鉴定与核糖体

分型鉴定结果不一致的情况，其中穆氏柠檬酸杆菌、

血红鞘氨醇单胞菌、玫瑰黄鞘氨醇单胞菌、维氏鞘氨

醇单胞菌等还出现了无法确认遗传信息的情况。结

果表明：（1）VITEK 生化鉴定、Ribotyping 核糖体分型

鉴定等单一鉴定方法存在局限性，需采用表型与基因

型相结合的技术手段，综合判断菌株遗传背景［12-13］；

（2）VITEK、RiboPrinter 等自动化鉴定系统的数据库多

来源于医学样本的测试验证，对于药品质量控制中常

见细菌鉴定数据收载的代表性、覆盖面均不足；（3）采

用 DNA 特征序列判定菌株的鉴定结果，客观、准确、稳

定，开放性强，是菌株核酸水平鉴定的发展趋势。

3.2　细菌 DNA 特征序列鉴定水平　药品微生物质

量控制中的常见细菌污染物主要来源于非无菌制剂

生产工艺、生产环境、制药用水系统等，以革兰阳性

球菌和革兰阴性杆菌最为常见，占比超过 80%。本

文针对性地选择了 10 个属 41 个种的细菌污染物，

经核酸序列比对与聚类分析，典型细菌鉴定的 DNA
特征序列可以达到“种”的水平，不仅可以满足药典

规定，作为药典微生物检查法的有效补充；而且也

可以为种水平，甚至是菌株水平的鉴定与分型提供

参考。在此基础上建立菌株鉴定信息库；针对性开

展消毒、灭菌挑战性试验；抑菌剂抑菌效力验证等

可以进一步提升药品微生物质量控制的整体能力和

水平。

3.3　细菌 DNA 特征序列数据库　基于核酸序列比

对分析的细菌 DNA 特征序列鉴定，需要建立标准核

酸序列数据库［14-15］。实验室将通过扩大验证，进一

步丰富细菌 DNA 特征序列的适用范围和数据量，为

细菌核酸序列水平的鉴定结果提供准确的判定依据，

为药典新增通则的实施提供有力支撑。
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