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产生袁 为进一步探索纤维化发生机制袁 开发高效尧 低毒
的抗纤维化药物进行了尝试袁 并为芍药苷未来用于治
疗纤维化疾病提供了理论和实验依据遥
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揖Abstract铱 The endosymbiont of Acanthamoeba sp. CB/S1 was identified by orcein鄄carmine staining and 16S rDNA

sequence analysis. The endosymbiont bacteria were rod鄄shaped and darkly stained, and irregularly localized within the cy鄄
toplasm. The length of the 16S rDNA was 1 534 bp and its DNA sequence was closely related to those of Candidatus
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棘阿米巴土壤分离株 CB/S1内共生细菌的 16S rDNA序列分析
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揖提要铱 用地衣红鄄卡红染色进行共生菌的形态观察袁 鉴定棘阿米巴 CB/S1内共生细菌遥 克隆内共生细菌的 16S rDNA基
因袁 进行基因序列分析遥 结果表明袁 经地衣红鄄卡红染色棘阿米巴 CB/S1内共生细菌呈黑色和棒状袁 在胞质内不规则分布遥 棘
阿米巴 CB/S1内共生细菌的 16S rDNA基因长 1 534 bp袁 与类亚洲嗜阿米巴杆菌渊Candidatus Amoebophilus asiaticus 5a2冤和韩
国棘阿米巴分离株 KA/E21内共生细菌的 16S rDNA基因的同源性均为 98%遥 进化树分析表明袁 棘阿米巴 CB/S1内共生细菌
与韩国棘阿米巴 KA/E21内共生细菌尧 类亚洲嗜阿米巴杆菌尧 黑脚硬蜱内共生细菌和伯恩蚜小蜂内共生细菌等细菌构成单系遥

揖关键词铱 棘阿米巴；16S rDNA；内共生细菌；类亚洲嗜阿米巴杆菌

Sequence Analysis of 16S rDNA Gene of Endosymbiont of
Acanthamoeba sp. CB/S1 Isolated from Soil
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M院 DNA标志物曰 1院 CB/S1内共生菌 16S rDNA基因遥
图 2 棘阿米巴 CB/S1内共生菌 16S rDNA的 PCR扩增产物
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图 1 棘阿米巴渊地衣红鄄卡红染色袁 伊1000冤
A院 棘阿米巴 CB/S1内共生菌曰 B院 卡氏棘阿米巴遥

饮

A B

Amoebophilus asiaticus and Acanthamoeba sp. KA/E21 with 98% homology. Phylogenetic analysis showed that the end鄄
osymbiont of CB/S1袁 the endosymbiont of KA/E21袁 Candidatus Amoebophilus asiaticus袁 the endosymbiont of Ixodes sca鄄
pularis袁 and the endosymbiont of Encarsia pergandiella constitute a monophyletic lineage in phylogenetic tree.
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自由生活阿米巴广泛存在于土壤尧 海水尧 淡水和腐败有机
物中袁 可引起角膜感染和免疫功能低下人群的脑部尧 肺部和皮
肤等感染咱1暂遥 近 20 年来袁 随着角膜接触镜的广泛使用袁 棘阿
米巴 渊Acanthamoeba sp.冤 性角膜炎患者逐渐增加袁 有关棘阿
米巴的研究越来越受重视遥 棘阿米巴不仅可直接感染人体袁 还
可作为部分致病性细菌袁 如嗜肺军团菌渊Legionella pneumophi鄄
la冤尧 肺炎衣原体 渊Chlamydia pneumoniae冤尧 鸟分枝杆菌渊My鄄
cobacterium avium冤和大肠埃希菌渊Escherichia coli O157冤等的
载体 咱2鄄5暂遥 这些细菌通过在阿米巴内共生来躲避外界不利的生存
环境袁 提高其致病性和播散能力遥 本研究对国内棘阿米巴土壤分
离株 CB/S1内共生细菌的 16S rDNA进行序列分析袁 并与 Gen鄄
Bank中相关细菌序列进行比较袁 为研究内共生细菌的分子生
物学特点奠定基础遥

1 材料与方法

1.1 棘阿米巴 CB/S1 的培养 卡氏棘阿米巴渊Acanthamoeba
castellanii Castellani ATCC #30011冤 由韩国庆北大学郑东一教
授提供遥 棘阿米巴 CB/S1为中国北京地区土壤分离株袁 按文献
咱6暂方法进行分离培养遥
1.2 地衣红鄄卡红染色 按文献 咱7暂方法进行棘阿米巴内共生
菌的染色镜检遥 经地衣红鄄卡红染色后袁 棘阿米巴内呈棒状和
黑色的为其内共生细菌遥
1.3 DNA的提取和 16S rDNA基因的克隆 将纯化的棘阿米

巴 CB/S1用常规酚/氯仿法提取基因组 DNA遥 内共生细菌 16S
rDNA 引物 咱8暂为院 5忆鄄ATTCGTCGACAGAGTTTGATCCTGGCTC鄄
AG鄄3忆和 5忆鄄CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC鄄3忆遥
PCR反应条件为院 94 益 3 min曰 94 益 1 min袁 58 益 1 min袁 72 益
2.5 min袁 共 30个循环曰 72 益 10 min遥 将 PCR扩增产物用 1%
琼脂糖凝胶电泳分离 袁 连接至 pGEM鄄T easy 载体 渊美国
Promega公司产品冤袁 转化入大肠埃希菌 DH5琢中袁 提取质粒袁
经 EcoR玉酶切鉴定后袁 送韩国 Macrogen公司测序遥
1.4 16s rDNA 基因序列分析 用 GenBank 的 BLAST 功能对
所获基因序列进行比较分析袁 采用 Clustal X软件和 Treeview
软件进行序列匹配排列分析和构建进化树遥 建立进化树所用相关
细菌的 GenBank登录号为院 发酵噬纤维菌 渊Cytophaga fermen鄄
tans冤 为 M58766袁 鼻气管鸟杆菌 渊Ornithobacterium rhinotra鄄
cheale冤为 L19156袁 约氏黄杆菌渊Flavobacterium johnsoniae冤 为
M59053袁 拉特噬胞菌 渊Cytophaga latercula冤 为 M58769袁 蟑螂
杆状体属渊Blattabacterium sp.冤为 X75624袁 达尔文澳白蚁内共生
细菌渊endosymbiont of Mastotermes darwiniensis冤 为 Z35665袁 栖
瘤胃普雷沃氏菌渊Prevotella ruminicola冤为 AB004909袁 脆弱类
杆菌渊Bacteroides fragilis冤为 X鄄83938袁 加拿大屈挠杆菌渊Flex鄄

ibacter canadensis冤为 M28805袁 Sporocytophaga myxococcoides
为 AJ310654袁 哈氏噬纤维菌 渊Cytophaga hutchinsonii冤为
M58768袁 Flexibacter roseolus 为 M58787袁 棘阿米巴 KA/E21内
共生细菌为 EF140637袁 类亚洲嗜阿米巴杆菌 渊Candidatus
Amoebophilus asiaticus冤 为 AF366580袁 黑脚硬蜱内共生细菌
渊endosymbiont of Ixodes scapularis冤 为 AB001518袁 伯恩蚜小蜂
内 共 生 细 菌 渊endosymbiont of Encarsia pergandiella冤 为
AF319783遥

2 结果

2.1 共生菌的地衣红鄄卡红染色 棘阿米巴 CB/S1株的共生菌
经地衣红鄄卡红染色呈黑色和棒状袁 不规则地散布于胞质内
渊图 1A冤遥 卡氏棘阿米巴胞质内未见共生细菌渊图 1B冤遥

2.2 共生菌 16S rDNA的扩增 PCR扩增结果表明袁 棘阿米巴
CB/S1内共生菌的 16S rDNA基因约为 1 500 bp袁 与预期大小
一致渊图2冤遥 测序结果表明袁 成功克隆到 16S rDNA基因遥

2.3 内共生细菌 16S rDNA序列分析 棘阿米巴 CB/S1内共生
菌的 16S rDNA基因长 1 534 bp遥 BLAST比对结果表明袁 棘阿
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图 3 基于 16S rDNA序列构建的 CB/S1共生菌与相关细菌的进化树
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米巴 CB/S1共生菌的 16S rDNA基因序列与类亚洲嗜阿米巴杆
菌 16S rDNA基因和韩国临床分离株棘阿米巴 KA/E21 共生菌
16S rDNA基因序列的同源性均为 98%遥 进化树分析表明袁 棘
阿米巴 CB/S1内共生细菌与韩国棘阿米巴分离株 KA/E21内共
生细菌尧 类亚洲嗜阿米巴杆菌尧 黑脚硬蜱内共生细菌尧 伯恩蚜
小蜂内共生细菌等细菌构成进化树状图中的单系渊图 3冤遥

3 讨论

在自然界中袁 原虫细胞内的共生菌较普遍遥 Fritsche等咱9暂

报道袁 约 24%从自然界或临床患者中分离的棘阿米巴均有共
生细菌遥 一般情况下袁 细菌是棘阿米巴的主要食物袁 但有些
细菌不但可在棘阿米巴胞质内生存袁 而且可通过细胞内的共
生来躲避外界的不利环境袁 有利于生物种的保种尧 播散和增
强毒性遥 目前无法从棘阿米巴中分离共生菌袁 且不同棘阿米
巴虫种的特性差异较大袁 故棘阿米巴和共生菌间的相互关系
和相互作用尚不清楚遥

本研究用地衣红鄄卡红染色确定了棘阿米巴土壤分离株
CB/S1 内存在共生菌袁 并对该细菌进行了 16S rDNA 序列分
析袁 发现其与类亚洲嗜阿米巴杆菌有 98%的同源性遥 Horn
等咱10暂报道类亚洲嗜阿米巴杆菌在自由生活阿米巴内共生袁 来源
于亚洲袁 但目前尚无亚洲嗜阿米巴杆菌引起人体疾病的报道遥
玄英花等咱8暂研究发现袁 韩国临床分离株棘阿米巴 KA/E9尧 KA/E21尧
KA/E22和 KA/E23株内含共生细菌袁 其中 KA/E9尧 KA/E22和
KA/E23株的共生菌属于脱黄菌 渊Caedibacter caryophilus冤遥 本
研究的共生菌与韩国棘阿米巴 KA/E21 内共生菌有 98%的同
源性遥

致病性棘阿米巴 18S rDNA 基因分型多为 T4 型袁 其次为
T3型遥 本研究棘阿米巴 CB/S1株的共生菌虽和玄英花等咱8暂报道

的 KA/E21分离株内共生细菌相似袁 但棘阿米巴 CB/S1株 18S
rDNA基因为 T5型咱11暂袁 而 KA/E21株则为 T4型遥 目前袁 阿米巴
内共生细菌对阿米巴毒性和致病性的影响尚未阐明遥 同样袁 类
亚洲嗜阿米巴杆菌是否在细胞内永久共生亦不清楚袁 有待于进
一步研究遥
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