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蝇是一类重要医学昆虫，除骚扰人、污染食物和叮

刺吸血（吸血蝇）外，更重要的是传播多种疾病和引起

蝇蛆病。蝇类传播疾病包括机械性传播和生物性传播

两种方式，蝇类通过体内外携带病原体以及蝇类特有

的食性，将病原体传播扩散。蝇体表体内微生物的分

离目前主要采取经典的细菌分离方法。对于分离细菌

的鉴定，已经开发了很多微生物表型自动分析体系：包

括MicroScan（Dade Behring，West Sacramento，CA，USA）、

Vitek 2（bioMérieux，Maray l’Etoile，France）和 Crystal
GP（Becton Dickinson，Sparks，MD，USA），它们是基于

微生物代谢或形态特征进行鉴定的。利用这些体系能

比较准确、快速、方便地将细菌菌株鉴定到种的水平［1］。

然而这些体系在某些情况下不能对细菌准确鉴定：①

种内不同菌株不能表现相同特征；②经较长时间培养

或保存的菌株表现不同的生化类型；③从经过长时间

抗生素治疗的宿主身上分离的菌株其生化特性发生改

变；④相同菌株重复鉴定的结果不一致；⑤供分析的菌

种数据库有限；⑥表型变异影响鉴定到种［1-4］。因此经

自动分析仪鉴定的菌种可作为一种粗筛或参比实验结

果。近年来，以基因型方法进行细菌鉴定的新标准逐

渐被认可并被广泛应用［1-2，5-10］。细菌的 16S 核糖体
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RNA以其在进化上的特征性序列，现已被作为细菌分

类鉴定的分子指标。16S rRNA为细胞共有，其功能同

源且最为古老，既含有保守序列又含可变序列，分子质

量大小适合操作（1500 bp左右，不同物种的长度略有

差异），序列变化与进化距离相适应。16S rRNA可变

区为 V1～V9，包括了 V1～V4 共 4 个高变区，尤其是

V2高变区，由于其进化速度相对较快，其中所包含的

信息，足够用于物种属及属以上分类单位的比较分析，

因此 Jones和Franceseoni［11］、Noller和Hoang［12］报道，测

定 16S rDNA基因的部分序列即可能达到分子鉴定的

目的，比较16S rRNA部分序列或全长能区分不同种的

细菌，甚至能区分到亚种水平［6］。

本研究对上海浦东机场口岸地区捕获的蝇类进行

分类鉴定后，对体内外所携带的细菌进行分离、纯化。

结合Vitek 2表型鉴定和16S rRNA 1500 bp近全长序列

的比对结果，对菌株进行鉴定，旨在了解口岸蝇类携带

病原菌分布情况，为口岸蝇媒病监测提供技术支持。

1 材料与方法

1.1 实验材料 样本：2011年4月从浦东机场口岸采

集 7 种蝇类，分别为酱麻蝇（Sarcophaga misera）、亮绿

蝇（Lucilia illustris）、常齿股蝇（Hydrotaea dentipes）、巨

尾阿丽蝇（Aldrichina grahami）、元厕蝇（Chrysomya
megacephala）、家 蝇（Musca domestica）、大 头 金 蝇

（Chrysomya megacephala）。 试 剂 ：碱 性 蛋 白 胨 水

（APW）、革兰阴性细菌增菌液（GN）、肠道增菌肉汤

（EE）、亚硒酸盐胱氨酸（Sc）增菌液；TCBS 平板，乙酰

胺琼脂平板，SS琼脂平板，麦康凯平板，Baird⁃Parker平
板；营养肉汤、营养琼脂平板干粉等均购自北京陆桥技

术有限公司。仪器：Vitek 2 Compact微生物自动分析

仪，阳性细菌鉴定卡（GPI），阴性细菌鉴定卡（GNI），均

为法国梅里埃生物公司提供。引物合成与测序由华大

基因公司完成。

1.2 实验方法

1.2.1 蝇体表细菌培养 每种蝇取 25只，置于 25 ml
无菌生理盐水（0.9% NaCl）的玻璃三角瓶中反复振荡

5 min，使蝇体表携带的细菌被充分洗下。分别吸取

1 ml洗液注入到10 ml灭菌的APW、GN、EE、Sc增菌液

中，37 ℃过夜孵育。用接种环取一环过夜孵育的APW
增菌液接种（平板划线法）于TCBS平板，GN接种于乙

酰胺琼脂平板和 SS琼脂平板，EE接种于麦康凯平板

和Baird⁃Parker平板，Sc接种于SS平板，37 ℃孵育。

1.2.2 蝇体内细菌培养 清洗过的蝇类置于培养皿

中，各加入 75%的乙醇 25 ml，体表充分消毒 5 min，除
去体表细菌，然后用无菌生理盐水冲洗 3 次，洗去乙

醇。将蝇类腹部剪开，置于放有玻璃珠的三角瓶中，加

入25 ml无菌生理盐水用力振荡5 min，使蝇内脏磨烂，

其他细菌培养步骤同1.2.1。
1.2.3 细菌分离纯化 分别在上述接种后的平板上挑

取相应的目标单菌落 1～3个，接种于营养琼脂平板，

纯化多代直到获得纯菌株，之后进行革兰染色。

1.2.4 细菌的生化鉴定 用配套的GPI、GNI，在法国

生物梅里埃公司的 Vitek 2 Compact 微生物自动分析

仪上进行，方法参照Vitek 2及鉴定卡说明书。

1.2.5 16S rRNA鉴定 以纯化的菌体基因组DNA为

模板，PCR 扩增 16S rRNA 基因。上游引物 27F：
5′-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3′；下游引物

1492R：5′-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3′（通用引

物）［13］。PCR体系（50 μl）：引物 27F和 1492R各 1 μl，
2×TaKaRa Premix Taq Version 2.0（Loading dye mix）
25 μl，无菌去离子水23 μl，灭菌枪头挑取适量菌体加

入体系。94 ℃变性 45 s，55 ℃退火 45 s，72 ℃延伸

1 min，35 个循环。预变性 10 min，72 ℃ 10 min，冷却

至 4 ℃。

PCR产物经1%琼脂糖凝胶电泳检测后，送至华大

基因公司测序，测得序列与 NCBI 数据库进行 BLAST
比对（http：//www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/），数据库选择

16S ribosomal RNA sequences（Bacteria and Archaea）。

取相似度、得分最高的作为鉴定结果。

2 结 果

2.1 Vitek 2 Compact 微生物自动分析仪鉴定及 16S
rRNA比对结果 按照上述分离纯化方法，得到154株

纯化细菌，其中Vitek 2微生物全自动分析仪明确鉴定

出 102 株。16S rRNA 序列比对测得 119 株，序列＞

95%相似度可认定为相同属，＞97%可认定为相同

种，＞99%可认定为同一菌株［14-15］。结果见表1。
1 株 Vitek 2 鉴定为缓慢葡萄球菌（Staphylococcus

lentus），16S rRNA 序 列 比 对 与 肺 炎 克 雷 伯 菌

（Klebsiella pneumoniae）相似度为 99%，此处认定为肺

炎 克 雷 伯 菌 。 1 株 Vitek 2 鉴 定 为 阴 沟 肠 杆 菌

（Enterobacter cloacae），16S rRNA序列与多个属的细菌

16S rRNA 序列相似度都达到了 98%，且分值十分接

近，包括柠檬酸杆菌属、沙雷菌属、沙门菌属、大肠埃希

菌（Escherichia coli）、肠杆菌属、克吕沃尔氏菌属，原因

可能是这几个属都属于肠杆菌科，他们在亲缘关系上

较为接近，16S rRNA序列也表现较高的相似性。1株

Vitek 2 鉴定为蜂房哈夫尼亚菌（Hafnia alvei），16S
rRNA 序 列 比 对 与 变 形 肥 杆 菌（Obesumbacterium
proteus）相似度为 99%，与蜂房哈夫尼亚菌相似度为

·· 507



中国媒介生物学及控制杂志2012年12月第23卷第6期 Chin J Vector Biol & Control, December 2012, Vol.23, No.6

表1 Vitek 2与16S rRNA鉴定结果对比
Table 1 Comparison between Vitek 2 and 16S rRNA identification results

蝇种

巨尾阿丽蝇

元厕蝇

常齿股蝇

大头金蝇

酱麻蝇

亮绿蝇

分离部位

体表

体表 a

体表 a

体表

体表

体内

体内

体内

体内

体内 a

体表 a

体表 a

体表 a

体表

体表

体内

体内

体内

体表

体表

体表

体表 a

体内 a

体内

体内

体表 a

体表 a

体表

体表

体表

体内 a

体内

体内

体内 a

体表 a

体表

体表

体表 a

体表

体表 a

体表 a

体内 a

体内

体内

体内

体内

体内 a

体内 a

体内 a

体内 a

体表

体表 a

体表

体表

Vitek 2鉴定结果

肺炎克雷伯菌肺炎亚种

放射根瘤菌

大肠埃希菌

布氏柠檬酸杆菌

雷氏普罗威登斯菌

肺炎克雷伯菌肺炎亚种

蜂房哈夫尼亚菌

弗氏柠檬酸杆菌

奇异变形菌

粪产碱菌

大肠埃希菌

<<Slashline>>
布氏柠檬酸杆菌

粪肠球菌

产酸克雷伯菌

弗氏柠檬酸杆菌

摩氏摩根菌摩根亚种

奇异变形菌

弗氏柠檬酸杆菌

蜂房哈夫尼亚菌

肺炎克雷伯菌肺炎亚种

大肠埃希菌

<<Slashline>>
摩氏摩根菌摩根亚种

粪肠球菌

蜂房哈夫尼亚菌

Undefined
奇异变形菌

摩氏摩根菌摩根亚种

肺炎克雷伯菌肺炎亚种

Undefined
弗氏柠檬酸杆菌

奇异变形菌

Undefined
大肠埃希菌

肺炎克雷伯菌肺炎亚种

弗氏柠檬酸杆菌

阴沟肠杆菌

松鼠葡萄球菌

奇异变形菌

粘质沙雷菌

<<Low Discrim>>
奇异变形菌

摩氏摩根菌摩根亚种

产碱普罗威登斯菌

斯氏普罗威登斯菌

Undefined
大肠埃希菌

少动鞘氨醇单胞菌

乳房链球菌 a

奇异变形菌

Undefined
雷氏普罗威登斯菌

松鼠葡萄球菌

16S rRNA比对结果

Klebsiella pneumoniae
Enterococcus
Shigella flexneri or Escherichia
Citrobacter
Providencia rettgeri
Klebsiella sp.
Hafnia alvei
Citrobacter freundii
Proteus mirabilis

-
Shigella flexneri or Escherichia
Proteus mirabilis
Citrobacter freundii
Enterococcus faecalis
Klebsiella oxytoca
Citrobacter freundii
Morganella morganii
Proteus mirabilis
Citrobacter freundii
Hafnia alvei
Klebsiella pneumoniae
Escherichia
Proteus mirabilis
Morganella morganii
Enterococcus faecalis
Obesumbacterium proteus or Hafnia alvei
Wohlfahrtiimonas chitiniclastica
Proteus mirabilis
Morganella morganii
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Citrobacter freundii
Proteus mirabilis
Enterococcus faecalis
Shigella flexneri or Escherichia fergusonii
Klebsiella pneumoniae
Citrobacter freundii
Esch.，Citro.，Ser.，Salmonella.，Enterobacter.，Kluyvera
Staphylococcus sciuri

-
-

Klebsiella oxytoca
Proteus mirabilis
Morganella morganii
Providencia rustigianii
Providencia vermicola
Enterococcus
Escherichia

-
Shigella flexneri or Escherichia fergusonii
Proteus mirabilis
Escherichia
Providencia rettgeri
Staphylococcus sciuri

16S rRNA相似度

99%（1422/1425）
97%（1195/1228）
99%（1419/1438）、99%（1416/1437）
99%（1415/1423）
99%（1419/1421）
99%（1411/1412）
99%（1401/1417）
99%（1412/1414）
99%（1421/1429）

-
99%（1416/1422）、99%（1413/1421）
99%（1405/1421）
99%（1426/1436）
99%（1447/1457）
99%（1391/1400）
97%（1223/1257）
99%（1413/1420）
99%（1423/1428）
99%（1041/1045）
99%（982/995）
99%（1410/1418）
99%（1415/1425）
99%（1408/1424）
99%（1420/1438）
99%（1439/1451）
99%（1420/1441）、98%（1417/1442）
99%（1403/1419）
99%（1419/1425）
99%（1411/1424）
99%（1421/1429）
99%（1410/1417）
99%（1427/1435）
99%（1413/1419）
99%（1442/1451）
99%（1426/1442）、99%（1411/1424）
99%（1423/1429）
99%（1424/1434）
98%
99%（1439/1444）

-
-

99%（1411/1418）
99%（1417/1424）
99%（1406/1422）
99%（1414/1417）
99%（1416/1430）
99%（1441/1449）
99%（1424/1442）

-
99%（1410/1419）、99%（1408/1419）
99%（1427/1436）
99%（1413/1421）
99%（1425/1430）
99%（1443/1447）
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续表1 Vitek 2与16S rRNA鉴定结果对比
Table 1 The comparison between the identification results of Vitek 2 and 16S rRNA

蝇种

亮绿蝇

家蝇

注：a. 为Vitek 2与16S rRNA鉴定结果不一致，或其中一种方法未能鉴定出结果。

分离部位

体表 a

体表

体内 a

体内

体内 a

体内

体内

体内 a

体表 a

体表

体表 a

体表 a

体内

体内

体内 a

体内 a

Vitek 2鉴定结果

溶血不动杆菌

产气肠杆菌

大肠埃希菌

摩氏摩根菌塞氏亚种

Undefined
奇异变形菌

肺炎克雷伯菌肺炎亚种

Undefined
大肠埃希菌

肺炎克雷伯菌肺炎亚种

Undefined
奇异变形菌

蜂房哈夫尼亚菌

奇异变形菌

Undefined
大肠埃希菌

16S rRNA比对结果

-
Enterobacter aerogenes
Shigella flexneri or Escherichia fergusonii
Morganella morganii
Citrobacter
Proteus mirabilis
Klebsiella pneumoniae
Vagococcus lutrae
Shigella flexneri or Escherichia fergusonii
Klebsiella pneumoniae
Enterococcus faecalis

-
Hafnia alvei
Proteus mirabilis
Enterococcus faecalis
Shigella flexneri or Escherichia fergusonii

16S rRNA相似度

-
99%（1416/1421）
99%（1419/1433）、99%（1418/1433）
98%（1411/1436）
99%（1426/1434）
99%（1417/1422）
99%（1414/1420）
99%（1434/1437）
99%（1412/1421）、99%（1410/1421）
99%（1412/1417）
99%（1449/1460）

-
98%（1424/1448）
99%（1416/1423）
99%（1441/1448）
99%（1421/1434）、99%（1418/1433）

98%，此处认定为变形肥杆菌。1株Vitek 2鉴定为乳

房链球菌（Streptococcus uberis），16S rRNA 序列比对与

福氏志贺菌（Shigella flexneri，1410/1419）、弗格森埃希

菌（Escherichia fergusonii，1408/1419）相似度均为99%，

需借助其他方法鉴定。

屡次出现 Vitek 2 鉴定为大肠埃希菌，但其 16S
rRNA序列同时与志贺菌属细菌和大肠埃希菌有 99%
的相似性，虽然大肠埃希菌和志贺菌表型分类上属于

不同的种，但其亲缘关系较同属内其他种要高得多，因

此认定该菌为大肠埃希菌。

值得注意的是，从大头金蝇体表分离得到 1株细

菌 ，未 被 Vitek 2 鉴 定 出 ，其 16S rRNA 序 列 与

Wohlfahrtiimonas chitiniclastica S5 strain 的16S rRNA序

列（GeneBank Accession No.：NR_042554）有 99%的相

似度（第二高相似度为93%）。

2.2 不同蝇种体表携带细菌种类 从7种蝇体表检出

18种菌（表2），其中致病菌2种，分别为大肠埃希菌和

松鼠葡萄球菌（Staphylococcus sciuri）；非致病菌2种，即

弗氏柠檬酸杆菌（Citrobacter freundii）和变形肥杆菌；

条件致病菌14种，其中7种与蝇体内分离出的菌株一

致：包括奇异变形杆菌（Proteus mirabilis）、溶血不动杆

菌（Acinetobacter haemolyticus）、产 酸 克 雷 伯 菌

（Klebsiella oxytoca）、肺炎克雷伯菌肺炎亚种（Klebsiella
pneumoniae pneumoniae）、粪 肠 球 菌（Enterococcus
faecalis）、蜂房哈夫尼亚菌、摩氏摩根菌摩根亚种

（Morg. morg. morganii）；另外 7种为阴沟肠杆菌、放射

根瘤菌（Rhizobium radiobacter）、雷氏普罗威登斯菌

（Providencia rettgeri）、布 氏 柠 檬 酸 杆 菌（Citrobacter
braakii）、产气肠杆菌（Enterobacter aerogenes）、粘质沙雷

菌（Serratia marcescens）、Wohlfahrtiimonas chitiniclastica
（该菌为新发现菌，尚无中文名）。

蝇体表携带细菌种类均在 4种以上，最多的是酱

麻蝇为7种。酱麻蝇和亮绿蝇体表各携带2种致病菌。

2.3 不同蝇种体内携带细菌种类 从蝇体内检出 14
种菌（表2），其中致病菌1种，为大肠埃希菌，与蝇体表

检出一致；非致病菌1种为弗氏柠檬酸杆菌；条件致病

菌 12种，除 7种与体表检出菌一致外，还检出 5种：粪

产碱菌（Alcaligenes faecalis）、漫游球菌（Vagococcus
lutrae）、产碱普罗威登斯菌（Providencia alcalifaciens）、

斯氏普罗威登斯菌（Providencia stuartii）和少动鞘氨醇

单胞菌（Sphingomonas paucimobilis）。

3 讨 论

Vitek 2和16S rRNA测序方法各有优缺点。Vitek 2
方法能获得菌株大量的生理生化信息，一般都能鉴定

到种，缺点是数据库有限，某些菌不能被“识别”；其次，

鉴定某些属菌时正确率低。Sönksen等［16］在使用Vitek 2
NH 鉴定卡时，75 株菌中只有 64% 被正确鉴定，

Zbinden等［17］用Vitek 2色度法鉴定卡鉴定非发酵革兰

阴性杆菌时，90株菌中59%和10%分别被正确鉴定到

种和属。另外，微生物药敏特性的改变（例如从抗生素

使用者身上所取的样本）以及培养条件的不同可能导

致结果正确率和重复性不好。16S rRNA序列比对优

点在于较为准确和稳定，能鉴定不可培养的细菌，能很

好地应用于环境基因组学的研究。其缺点在于对于某

些种属细菌，所比对的 16S序列与两种或以上的同属

不同种的细菌同时有100%的相似度，或者它们之间的

差别＜0.5%，不能得到十分确定的鉴定结果。虽然两
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表2 不同蝇种体表和体内细菌分布
Table 2 Distributions of bacteria on the body surfaces and inside

the bodies of different fly species
检测
部位

体表

体内

注：Wohlfahrtiimonas chitiniclastica为新现条件致病菌，能引起暴发
性脓毒症，尚无中文命名。

序
号

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14

菌种

大肠埃希菌

阴沟肠杆菌

松鼠葡萄球菌

放射根瘤菌

雷氏普罗威登斯菌

布氏柠檬酸杆菌

弗氏柠檬酸杆菌

奇异变形杆菌

溶血不动杆菌

产酸克雷伯菌

肺炎克雷伯菌肺炎亚种

粪肠球菌

产气肠杆菌

粘质沙雷菌

蜂房哈夫尼亚菌

Wohlfahrtiimonas
chitiniclastica
变形肥杆菌

摩氏摩根菌摩根亚种

大肠埃希菌

粪产碱菌

粪肠球菌

奇异变形杆菌

肺炎克雷伯菌肺炎亚种

产酸克雷伯菌

蜂房哈夫尼亚菌

弗氏柠檬酸杆菌

溶血不动杆菌

摩氏摩根菌摩根亚种

漫游球菌

产碱普罗威登斯菌

斯氏普罗威登斯菌

少动鞘氨醇单胞菌

致病性

少数型致病

条件致病

致病

条件致病

条件致病

条件致病

非致病

条件致病

条件致病

条件致病

条件致病

条件致病

条件致病

条件致病

条件致病

条件致病

非致病

条件致病

少数型致病

条件致病

条件致病

条件致病

条件致病

条件致病

条件致病

非致病

条件致病

条件致病

条件致病

条件致病

条件致病

条件致病

巨
尾
阿
丽
蝇

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

元

厕

蝇

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

常

齿

股

蝇

＋

＋

＋

＋

＋

＋

大

头

金

蝇

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

酱

麻

蝇

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

亮

绿

蝇

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

家

蝇

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

种方法都不能100%正确鉴定细菌种属，但如果取二者

相同的结果，其结果可信度是非常高的。

由于Vitek 2鉴定卡不能分辨某些菌，如果样品为

这些菌，Vitek 2就会给出<<Slashline>>（杠掉）的结果，

需要手动进行下一步生化反应或其他鉴定方法来

确定。本实验中，本应被 Vitek 2 鉴定出的菌如变

形杆菌、克雷伯菌、粪肠球菌、柠檬酸杆菌偶尔出

现<< Slashline>>和Undefined的结果，可能是因为上机

检验前制备样品过程中受到污染，也可能被检菌是某

种生化反应或药敏特性发生变化的变种，此时均以

16S rRNA 序列比对结果为准。当未能扩增出 16S
rRNA序列时，或未能测出序列时以Vitek 2鉴定结果

为准。

本研究从上海浦东机场捕获的蝇类分离出2种致

病菌，分离出 19种条件致病菌，16S rRNA序列相似度

均为 99%。有 85株细菌经两种鉴定方法都给出了结

果，其中7株两种方法的结果中细菌的属不一致，正确

率为 91.76%，说明本研究采用的细菌分离方法和

Vitek 2与 16S rRNA序列分析相结合的鉴定方法较为

可取，比较可靠。检出细菌中包括常见的条件致病菌，

如大肠埃希菌、变形杆菌、肺炎克雷伯菌、哈夫尼亚菌，

也检出了能引起妇科、尿路感染及血液感染的松鼠葡

萄球菌，该结果与以往调查结果基本一致［18］，未检测出

沙门菌、霍乱弧菌等强致病菌。

虽未检出强致病菌，但分离出的粪肠球菌近年发

现引起院内感染较多，可能引发危及人生命的腹腔感

染和败血症等。在我国最常见的食物中毒是由变形杆

菌引起的。分离出的细菌还包括 1株疑似国内新菌，

不能排除由境外传入的可能性，此菌株与Tóth等［19］发

现的Wohlfahrtiimonas chitiniclastica S5 strain 16S rRNA
序列相似性为 98.9%，W. chitiniclastica造成了法国东

南部个体菌血症［20］与南美洲阿根廷个体的暴发性脓

毒症［21］。

7种蝇类中，酱麻蝇、亮绿蝇和常齿股蝇携带的病

菌种类较多，与它们的孳生环境有关，酱麻蝇多寄生于

酱制品的下脚或酱缸中；亮绿蝇孳生场所是腐败动物

质、人粪和垃圾等。蝇类作为出入境口岸媒介生物控

制中的一种，摸清其携带病原生物种类以及不同病原

体在蝇种中的分布，对于应对口岸突发公共卫生事件，

新型病原微生物入侵的鉴别有重要意义。
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抽样和统计分析，以求得到RBS在鼠疫菌中与基因翻

译起始更加明确的关系。并且核糖体结合部位的识别

是一种复杂的受多因素影响的过程，对其进行准确可

靠的预测，仍需不断纳入新方法，不断提高预测模型的

精度，使预测核糖体结合部位、基因识别更加准确。
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