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16S rRNA/ITS 基因序列分析与微生物分类鉴定及其在药品微生物质
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摘要：经典的微生物鉴定有赖于微生物的纯培养，其在一些难培养、生长缓慢或需要特殊营养的微生物鉴定方面有明显

的局限性。全自动细菌鉴定及药敏分析系统和基质辅助激光解离飞行时间质谱对微生物鉴定属表型鉴定，严重依赖仪器

生产厂商提供的数据库，对类型多样的环境微生物的鉴定分型有明显缺陷。基于遗传物质的分子生物学鉴定技术为微生

物的准确鉴定及分型提供了新的思路。16S rRNA/ITS 遗传信息具有相对稳定性和易变异的双重特点，不依赖于微生物的

营养及生长状态，在微生物的鉴定、分型中得到广泛应用。微生物是影响药品质量的重要因素，而药品微生物控制是药

品质量控制的重要方面。本文对 16S rRNA/ITS 序列与微生物鉴定、分型及其在药品微生物质量控制领域中的应用进行综

述，为相关工作提供参考。 
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ABSTRACT: Traditional methods for identification and classification of microorganisms have limitations in those of 
unculturable, slow-growth and special dietary needed bacteria. Fully automatic bacteria identification and drug susceptibility 
analysis system and MALDI-TOF MS are belonged to phenotype identification which is dependent obviously on the database of 
equipment. These two methods are defective in the variety kinds of environmental microorganisms. Modern molecular based 
identification methods supply new idea for the environmental microorganism analysis. 16S rRNA/ITS, a sequence contains 
conservative and variant region is not related with the culture state is widely used in the identification and classification of 
microorganisms. Microorganism is a significant factor for drug quality control. The present dissertation tried to explore the 
structure of 16S rRNA/ITS and its application on drug quality control area. 
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微生物的快速鉴定分型是微生物学研究的重

要内容，也是药品质量控制的重要方面。目前微

生物的鉴定分型主要采用形态学、生化反应、免

疫学及分子生物学手段进行。经典的鉴定方法有

赖于微生物的纯培养，存在耗时长、敏感度低和

特异性较差的缺点，在一些难培养(极端微生物)、

生长缓慢(如分支杆菌要 4~8 周才能长成典型菌

落)、代谢不典型或需要特殊营养的微生物鉴定方

面有明显的局限性，难以满足实际工作的需要。

全自动细菌鉴定及药敏系统属表型鉴定范畴，受

鉴定卡内生化反应底物浓度、培养基营养成分的

影响校大。同时，细菌本身某些生化反应不典型、

菌体受到损伤、药品生产过程干扰微生物的代谢

也影响鉴定准确性。全自动细菌鉴定及药敏系统
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数据库的大小及更新速度也是影响鉴定结果的重

要因素。基于非培养基础的分子生物学鉴定分型

方法可以有效绕开微生物的纯培养过程，具有快

速、准确、高效的优点。16S rRNA(16S Subunit 

Ribosomal RNA)基因序列具有普遍存在性和序列

保守性的特点，是从遗传进化角度和分子水平进

行细菌的分类鉴定的物质基础。已有的证据显示，

基于关键基因序列信息分析的系统分类结果与基

于全基因组信息的分析结果相似[1]，且目前已经有

基于关键区段分析鉴定微生物的商业化产品应

用。目前，16S rRNA 已广泛应用于细菌分类、鉴

定领域，且随着高通量测序技术(high-throughput 

sequencing，HTS)、大数据分析方法的应用和致病

菌基因序列的不断测序分析，基于 16S rRNA 序列

分析已经成为现代微生物鉴定、分类及溯源研究

的 主 要 手 段 [2-3] 。 内 部 转 录 间 隔 区 (internal 

transcribed space，ITS)是核糖体大小亚基基因之间

的间隔序列，其在进化中的选择压力更小，具有

更大的变异性。16S rRNA 与 ITS 序列的结合分析

对不同种属间和亲缘关系接近的微生物鉴定方面

具有更大的优越性。 

微生物控制是药品生产洁净环境控制的重要

内容，也是药品质量控制的关键方面，而微生物

的快速、准确鉴定，进而实现溯源是微生物控制

效果的最关键点之一。本文对 16S rRNA/ITS 的基

因序列在药品微生物控制领域的应用进行综述，

为相关工作提供参考。 

1  16S rRNA/ITS 基因特点与研究策略 

rRNA 的核苷酸序列、二级结构和功能具有进

化的保守性和种属的特异性，是研究微生物系统

进化和分类最常用的分子标记。5S rRNA 序列较

短(120 bp)，缺乏足够的遗传信息，23S rRNA 序列

相对较长(2 904 bp)，不易分析。而 16S rRNA 是细

菌内含量最大的遗传物质，长度适中(1 541 bp)，

存在保守区和可变区，是微生物进行鉴定和分型

的最好标志物，见图 1。 

不同种属微生物的 16S rRNA 基因序列一级

结构差较大，但二级结构在进化中高度保守。核

酸的二级结构是 rRNA 功能维系的重要基础。Pei

等研究发现 Thermoanaerobacter tengcongensis 基

因 16S rRNA 在一级结构方面有 6.7%的差异，而

在二级结构上却高度保守[4]。因此，16S rRNA 在

维持功能结构基础上的一级结构变异可以通过自

然选择。 

内部转录间隔区是核糖体大小亚基基因之间

的间隔序列[5]。由于 ITS 序列面临较小的进化选择

压力，在进化过程中比 rRNA 产生更多的变异性。

ITS 序列在亲缘关系较近的种属分型方面具有更

广泛的应用[6]。Sulaiman 等通过对 rRNA 编码区域

内的 ITS1进行PCR扩增产物测序分析了希腊酸奶

中分离的霉菌类型[7]。在内部转录间隔区内通常含

有一些功能基因单位，如 tRNA 基因等[8]。内部转

录间隔区序列的分析可作为微生物鉴定的重要依

据。ITS 序列中的功能片段和识别序列只占很小的

比例，而大部分序列都是以引起变异的无义序列

的形式存在。早期的研究证实 ITS 片段的进化速

率是 16S rRNA 进化速率的 10 倍[9]。因此，在不

同条件下存在的同种微生物 ITS 序列通常有明显

的差异性，这为无菌药品检测实验室检出菌的溯

源分析提供了新思路。某些微生物之间的

16S rRNA 序列几乎相同而 DNA 的相似度却低于

70%，表明具有相同 16S rRNA 序列的微生物却是 

 
图 1  rRNA 结构及 16S rRNA 的保守区与可变区 

Fig. 1  The structure of rRNA and the variable region and conserved region of 16S rRNA 
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不同的种。 Sashida 等通过分析 Mycoplasma 

haemomuris 的 16S-23S rRNA 内部转录间隔区序

列将其分成了 2 个不同的基因进化簇[6]。 

16S-23S rRNA 及 23S-5S rRNA 之间的序列通

常称为 ITS，而 ITS 序列内部编码 tRNA 基因序列

及酶切识别位点序列以外的非保守区段称为

inter-genic spacer region，即 ISR。ITS 序列的差异

性主要体现在不同的层次上：不同细菌间 ITS 所

隶属的操纵子的拷贝数不同；不同种间的 ITS 片

段长度的差异性以及同一种内不同操纵子间 ITS

序列和长度的差异性。ITS 序列分析主要应用于细

菌的种或亚种的细致分类和细菌种群的结构变

化 [10-12]。由于 ITS 序列的高度可变弥补了 16S 

rRNA 序列的保守性强、变异程度弱的缺点，是细

菌的种和亚种水平鉴定的有力工具。ITS 序列的高

度可变性使其应用受到一定程度的限制，但随着 ITS

序列数据库的不断扩容和分析方法的改进，其在细

菌分类鉴定和种群分析中的作用将越来越重要。 

16S rDNA 是细菌染色体上编码 16S rRNA 的

DNA 序列，由可变区和保守区交叉排列构成。其

中保守区在各种细菌中具有种属的稳定性，而可

变区具有遗传的变异性，其变异程度与细菌的系

统发育过程相关。根据基因序列的相似程度判定

微生物种属是微生物鉴定的重要手段，Bosshard

等[13]将 16S rRNA 序列同源性>99%的定义为同种

细菌，同源性介于 95%~99%的界定为同属的细菌。

内部转录间隔区序列是位于 rRNA 基因之间的片

段，其进化效率要明显高于 16S rRNA 序列，具有

更高的变异性和更多的变异区，是进行微生物鉴

定的必要补充。16S-23S rRNA 间隔序列可用于不

同菌种间的鉴别，还可用于 16S rRNA 基因序列无

法鉴定的非常接近的种间鉴别以及种内不同菌株

的鉴别。笔者认为对微生物进行 16S rRNA/ITS 序

列分析鉴定、分类微生物时应优先依据 16S rRNA

进行初步分类，当涉及到种和亚种及菌株的鉴定

或溯源分析时，应着重考虑 ITS 序列。目前常用

的用于扩增 rRNA 的引物序列见表 1。 

2  16S rRNA/ITS 序列与微生物的鉴定、分类 

分子生物学技术在微生物鉴定及分型方面已

有广泛的应用，如免疫杂交、RFLP、DGGE、FISH、

SSCP 和分子杂交等[14]。16S rRNA/ITS 结合 HTS

为微生物的鉴定、分类及溯源提供了强有力的技

术保障。 

表 1  常用的 16S rRNA 序列 PCR 反应扩增引物 

Tab. 1  The frequently used primers for PCR of 16S rRNA 

引物名称 引物序列(5’→3’) 
在 16S rRNA 的

位置(5’→3’) 

27F AGAGTTTGATCTGGCTCAG 8~27 

926F CTYAAAKG/TGAATTGAGGG 901~926 

1072F ATGGGCTGTCGTCAGCTCGT 1 054~1 072 

1405F TGYACACACCGCCCCGT 1 390~1 405 

1506FF AAGTCGTAACACGGTA 1 491~1 506 

1542F GGCC/TTGGATCACCTCCTT 1 525~1 542 

21R TGCCAAGGCATCCACCA/GT 21~38 

115R GGGTTG/CCCCATTCA/GG 115~130 

189R TACTTAGATGC/TTTMARTTC 189~207 

422R GAGTATTTAGCCTT 422~435 

441R TACTGGTTCA/GCTATCGGGTCA 441~460 

456R GGTTTCCCTCACGGGTACTG 456~474 

1492R ACGGCTACCTTGTTACGACTT 1 492~1 512 

2.1  16S rRNA/ITS和荧光原位杂交技术与微生物

鉴定 

荧光原位杂交(fluorescence in situ hybridization，

FISH)是基于放射性原位杂交技术的非放射性分

子细胞遗传技术，即采用荧光标记取代同位素标

记的原位杂交方法。荧光原位杂交的基本原理是

将核酸探针用特定的核苷酸进行标记，然后将探

针直接杂交到靶染色体或 DNA 上，再用与荧光素

分子偶联的单克隆抗体与探针分子特异性结合来

实现对 DNA 序列的定性、定位或相对定量分析。

Petrich 等[15]以梅毒螺旋体 16S rRNA 为靶序列设

计了 FISH 探针 TPALL，将其固定于硅胶上，实现

了对组织样本梅毒螺旋体的原位杂交检测。

Karlsson 等通过使用 3 类 16S rRNA 寡聚核苷酸探

针，采用荧光原位杂交和 HTS 实现了对密螺旋体

属微生物的鉴定[16]。三氯生是环境中最常见的污

染物，但对能降解三氯生的微生物研究甚少。研

究人员通过分析来源于(13)C 标记的三氯生富集

微生物的 16S rRNA 序列，采用稳定同位素探测技

术(stable isotope probing，DNA-SIP)和显微放射自

显影 -荧光原位杂交技术 (microautoradiography- 

fluorescence in situ hybridization，MAR-FISH)相结

合，为分析尚不能培养的降解三氯生的微生物研

究提供新思路[17]。Mota 等[18]也指出 16S rRNA 荧

光原位杂交在检测氨氧化和亚硝酸盐氧化微生物

方面具有广泛的应用前景。以往的研究也发现，

基于 16S rRNA 序列的荧光原位杂交技术在鉴定

海洋沉积物微生物，尤其是无法培养的微生物方

面具有不可替代的优越性 [19]，且 ITS 序列结合

FISH 在鉴定产毒真菌方面优势明显[20]。 
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2.2  16S rRNA/ITS 和荧光定量 PCR 与微生物检测 

荧光定量 PCR 是 Applied Biosystems 公司推

出的通过荧光染料或探针标记的特异性探针对

PCR 产物进行跟踪的定量试验技术。荧光定量

PCR 技术具有实时监测的优越性，能够通过对产

物及过程的分析计算模板的初始浓度。荧光定量

PCR 技术在微生物的鉴定、溯源及定量分析方面

已有广泛的应用[21-22]。在采用荧光定量 PCR 分析

16S rRNA 单核苷酸多态性与结核分支杆菌耐药性

的研究中发现 80.0%的结核分枝杆菌多耐药性可

通过荧光定量 PCR 进行检测后分析获得[23]。郭毅

等通过在白色念珠菌 ITS2 上设计 Taq man 探针建

立了快速鉴定白色念珠菌的实时荧光定量 PCR 方

法，且方法具有特异性和灵敏度高、重复性好的

优点，适用于白色念珠菌的快速鉴定 [24]。Libert

等根据 18S rDNA的内部转录间隔区 1设计扩增引

物，对环境样本的花斑曲霉进行有效分析[25]。荧

光定量 PCR 在微生物的定量分析方面具有明显的

优势，但其在鉴定微生物方面还存在一些地方需

要改进、提高，如准确性方面[26]。 

2.3  16S rRNA/ITS 与 HTS 应用于微生物鉴定 

16S rRNA/ITS 结合 HTS是目前微生物鉴定及

分型的主要手段，且随着测序技术的成熟，其得

到越来越广泛的应用[27]。在结合荧光定量 PCR 和

DNA 测序技术对引起败血症微生物鉴定的研究中

证实二者结合对 16S rRNA 基因序列分析比常规

的实验室检测时间明显缩短，且能够比常规实验

室检测提供更丰富的信息[28]。Lange 等[29]在采用

16S rRNA 测序对葡萄球菌属进行种的鉴定时发现

16S rRNA 测序技术是一种客观、准确的葡萄球菌

属鉴定方法，且研究人员通过该方法将分离的葡

萄球菌分成 13 个种。Shin 等采用 16S rRNA 全序

列测序的方法对肠道微生物种群进行了分析，并

指出 16S rRNA 全序列测序是一种快速、准确、有

效的分析生物及临床样本中微生物种类的方法[30]。

与上述报道类似，Kim 等也通过对 16S rRNA 基因

测序成功分析了放射治疗前后肠道菌群的变化[31]。

但是 16S rRNA 基因测序技术也存在一些局限性：

一些芽孢杆菌属的微生物如枯草芽孢杆菌、短小

芽孢杆菌等存在 16S rRNA 序列的高度相似性，很

难通过 16S rRNA 序列完成分型，而 Mohkam 等发

现 RAPD 指纹图谱、rpoB 及 recA 测序比 16S rRNA

序列分析具有更优越的优越性[32]。因此，16S rRNA

序列分析应与其他方法结合进行微生物的鉴定分

型。Soni 等[33]通过 16S rRNA 结合 hlyA 基因测序

鉴定了 80 例不同来源的单核细胞增生李斯特菌，

包括英诺克李斯特氏菌、伊氏李斯特氏菌、西儿

李斯特菌和威尔斯李斯特菌及格氏李斯特菌等。

贾微等[34]也通过 16S rRNA序列分析技术及RAPD

指纹图谱分析对单核增生李斯特菌的母婴同源性

进行了分析，证实母婴感染的单增李斯特菌株间

属于同源。ITS 序列分析结合高通量测序也为微生

物鉴定研究提供新的手段，Ruegger 等通过分析

SSU 与 LSU rRNA 基因之间间隔区序列，提供了

一种改良的高通量测序分析 rRNA 内部转录间隔

区序列的研究细菌的方法[5]。 

2.4  16S rRNA/ITS 与基因芯片技术 

基因芯片技术是通过与一组已知序列的核酸

探针杂交后进行核酸序列测定的方法。目前，基

因芯片技术已经与 16S rRNA 序列分析相结合实

现了多种微生物的鉴定[35-36]。16S-23S rRNA 基因

间隔的寡核苷酸序列具有种属的特异性，Kim 等

通过设计 43 个间隔序列特异性的寡核苷酸探针，

准确鉴定了 708 株与败血症相关的微生物，准确

度达到 85.8%[36]。在采用基因芯片技术分析颅内

感染患者脑脊液中病原菌种类分析时也发现基因

芯片技术对颅内感染的诊断阳性率及脑脊液中金

黄色葡萄球菌、肺炎克雷伯菌、大肠杆菌、肺炎

双球菌的检出率高于常规细菌培养[37]。同时，董

进浪等在 16S rRNA 基因保守区设计 PCR 反应的

通用引物及革兰阳性菌、革兰阴性菌的通用探针，

利用可变区的差异设计合成特异性探针，构建基

因芯片均达到预期效果，具有简单、快速、特异

性及敏感性高的特点[38]。 

虽然 16S rRNA 序列分析与分子生物学技术

结合已实现了多种微生物的鉴定及分型，但其多

集中于基础研究和临床应用，在药品微生物质量

控制方面的报道较少。随着社会对食药质量关注

度的不断提升和药品检验机构水平的进步，基于

16S rRNA 序列分析的分子生物学技术在药品质量

控制领域经得到更广泛的应用。 

3  存在的问题 

3.1  水平基因转移(horizontal gene transfer，HGT)

与多拷贝的异质性 

HGT 是在差异生物个体之间或单个细胞的细

胞器之间进行的遗传物质的交流过程[39]。HGT 打

破了亲缘关系的界限，使得基因的流动更为复杂。

早期的研究认为 16S rRNA 内不存在 HGT，但近
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年来的研究发现，多种细菌 16S rRNA 内发生了

HGT 的现象[40-42]。已有的证据显示，虽然核糖体

rRNA 的基因在三级结构上容易发生变异(变异率

达 40.7%)，甚至在蛋白结合位点也容易发生，但

其二级结构是比较保守的，即其功能主要与其二

级结构有关[43]。因此，在进行溯源分析及种群结

构分析时应避免使用这些可发生 HGT 的区域进

行。在对噬藻体与其宿主蓝藻间的 HGT 以及遗传

多样性进行研究时也发现噬藻体的光合作用基因

最初来源于宿主蓝藻中，噬藻体能介导不同蓝藻

之间的光合作用基因的交换，滇池中的蓝藻与噬

藻体频繁的进行着光合作用基因的 HGT[44]。 

原核生物的 rRNA 在基因组中通常是以多拷

贝的形式存在，而同一菌种/株中不同拷贝的基因

序列也可能存在差异性，即基因的异质性。在对

1 690 种细菌基因组进行分析时发现 16S rRNA 具

有单拷贝的比例仅为 15%，而具有 3~7 个拷贝的

基因组为 21%，16S rRNA 中具有>1%差异的基因

组达到 2.4%[45]。 

3.2  数据库完整性与某些种群的分辨率 

16S rRNA/ITS 序列分析进行微生物鉴定和分

型通常基于已经发现并登陆的基因。由于

GENEBANK 为开放上传的数据库，其数据序列的

准确性仍存在一定的疑问。对于 16S rRNA 基因序

列的相似程度与细菌种属的相关性尚无统一定

论。一些芽孢杆菌属的微生物如枯草芽孢杆菌、

短小芽孢杆菌等存在 16S rRNA 序列的高度相似

性，很难通过 16S rRNA 序列完成分型[32]。不同种

属间细菌可能发生基因水平的转移，并且与

16S rRNA 进行重组，形成嵌合体结构。因此，使

用 16S rRNA 探针或进行同源性序列分析时可能

存在嵌合体结构。 

4  16S rRNA 在药品微生物质量控制等领域中的

应用 

药品无菌是药品对微生物限量的最高要求，

是保障药品质量的重要环节。无菌检查的药品范

围除了注射剂外，眼用制剂以及用于手术、严重

烧伤和严重创伤的局部给药制剂也要求无菌。目

前各国药典均要求不得对无菌制剂进行复试。因

此，对样品中疑似检出菌进行溯源分析，判定其

来源显得十分重要。分子生物学技术在药品微生

物鉴定和分型方面已经有了广泛的应用和认可，

而基于 16S rRNA 基因序列分析是为药品微生物

溯源分析的关键。郑小玲等[46]在生化鉴定仪的基

础上采用 16S rRNA基因测序鉴定了 254株收集到

的菌，初步建立了微生物检测实验室的环境菌库，

为开展污染水平风险评估提供了参考。范一灵等

也采用 16S rRNA 基因测序结合生化分析仪、

RiboPrinter 系统和 DiversiLab 系统对 14 株葡萄球

菌进行鉴定和溯源分析，为完善药品无菌检查过

程控制和溯源调查提供解决方案[47]。已有的报道

也指出单一的测序分析方法存在一定的缺陷，新

一代宏基因组测序技术及分析方法需要进一步改

进与完善，才能对环境微生物混合菌株进行快速、

准确地鉴定，从而开展建库溯源工作 [48]。对

16S rDNA序列及其间隔区进行准确测序分析能够

有效鉴别亲缘关系很近的微生物种，对微生物靶

基因序列分析也有利于快速鉴定微生物[49]。在对

复方益肝灵制剂中检出微生物进行分型溯源与产

品质量评价时发现 16S rRNA 测序和核糖体分型

鉴定结果一致，且通过微生物鉴定分型能够为微

生物监控、污染排查和追溯解决方案提供支持[50]。

药品微生物限度检查时要求控制菌不得复验，而

结合 16S rRNA 测序和生化鉴定与血清学分型的

结果一致，是控制菌检出鉴定的重要手段[51]。为

鉴定乳酶生菌株并修订其质量标准，厉高慜等采

用 16S rDNA 全长序列测定不同来源乳酶生制剂

中分离的菌株后发现，现行乳酶生质量标准中的

肠链球菌应改名为屎肠球菌[52]。另外，选择高保

守性的 16S rDNA 区段序列分析能够对疫苗生产

用种子进行质量控制，有效防止种子批的变异[53]。

在对泛耐药鲍氏不动杆菌医院感染暴发的溯源调

查发现该院 NSICU 发生的泛耐药鲍氏不动杆菌医

院感染经 16S-23S rRNA基因测序分析确认为医院

感染暴发[54]。在对一起沙门菌引起的食源性疾病

爆发的溯源分析中也发现，16S rRNA 基因分型结

果与 PFGE 分型方法的结果一致，实现了致病菌的

准确溯源[55]。陈晨等[56]通过构建基于 16S rRNA

序列的细菌分类鉴定在线分析平台，实现了快速、

简单的对病原菌进行鉴定，有效提高传染病预防

控制和感染性疾病临床诊疗中的病原菌鉴定和疫

情溯源的速度。在对基于拟杆菌特异性 16S rRNA

基因的塘坝型饮用水污染溯源的研究中也发现，

拟杆菌特异性 16S rRNA 基因的 PCR-DGGE 溯源

方法结果可靠、操作简便，比大肠杆菌 phoE 基因

的 PCR-DGGE 溯源方法更优[57]。裴晓燕等[58]利用

基于 16S rRNA 技术建立的数据库可以及时有效

地比较不同地域克洛诺菌属分离株的相似性，并
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估计种群内部变异程度等，为克洛诺菌属食源性

疾病的散发、暴发事件及常规监测中的追踪和溯

源等提供有效的科学研究资料。笔者所在单位目

前也进行了部分环境菌的收集和测序，初步建立

了药品微生物检验实验室的环境菌库。 

5  小结 

传统的经典微生物鉴定方法是微生物鉴定的

不可或缺的手段，但其局限性亦越来越明显。随

着高通量测序及分子生物学技术的发展，16S 

rRNA/ITS 序列分析对微生物的鉴定、分析及溯源

展现出不可比拟的优越性。但目前该方法也存在

一定的局限性，如 HGT 及嵌和、数据库准确性等，

会导致鉴定不准确或无法鉴定的现象，当出现 16S 

rRNA 序列分析无法鉴定或存在质疑时，需进行多

种方法的交叉鉴定验证。但随着技术的进步和数

据库的不断扩充，基于 16S rRNA 序列分析的分子生

物学技术在药品质量控制领域的应用将日益广泛。 
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