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摘  要: 近年来在微生物多样性研究中, 利用微生物基因组中广泛分布的短重复序列设计引物, 
选择性地扩增重复序列之间的不同基因区域, 以得到大小不等的 DNA 扩增片段的方法日渐增多。

以 BOX 插入因子(细菌基因组重复序列)为基础的 PCR 技术, 具有操作简单快捷, 可重复性强, 容
易获得较为丰富的扩增条带等特点, 最初主要应用于细菌的多样性研究。目前研究发现用 BoxA1R
引物对微生物中的真菌、放线菌进行选择性的扩增, 也能够达到很好的遗传及多样性分析的目的。

本文综述了 BOX-PCR 指纹图谱分析技术的特点和一般步骤 ; 结合作者对植物内生细菌的

BOX-PCR 指纹图谱分析体系的优化, 对 BOX-PCR 技术的改进进行了总结; 并对该技术在微生物

菌株多样性研究领域的应用现状和前景进行了阐述。 
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Abstract: In recent years, the molecular methods using short tandem repeats sequences in microbial genome 
to design primers and amplify the sequences have been continuously reported. The PCR based on the BOX 
elements is a simple, fast, highly reproducible method for comparing patterns of the amplified bands, and it 
was applied in studies on the classification of bacteria originally. Researchers found that it could be used as 
well for analysis of the genetic diversities of fungi and streptomyces using BOXA1R primer to amplify the 
BOX elements. This paper reviewed the characteristics and the general procedure of BOX-PCR fingerprint-
ing. The system optimization of BOX-PCR fingerprinting for endophytic bacteria and BOX-PCR technology 
improvements are summarized. Its applications and prospect on diversity research of different microorgan-
isms are discussed as well. 
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在微生物分类学研究中, 由于有些重要分类特
征的种间重叠和环境影响 , 一些遗传关系较近的

种、属及菌株往往难以确认, 存在很多同名异种、
异名同种的现象, 传统的分类学方法很难达到准确



杨凤环等: BOX-PCR技术在微生物多样性研究中的应用  1283 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

地对微生物进行鉴定及多样性分析的目的。随着分

子生物学技术的不断发展, 许多学者发现原核生物
中的 16S rDNA 序列具相对保守性, 不受环境条件
及营养物质的影响, 在此基础上建立的 PCR技术已
经广泛应用到微生物的分类及多样性研究中。 
 Rep(repetitive sequence), 即细菌重复序列, 包
括REP(Repetitive Extragenic Palindromic, 基因外重
复回文因子), ERIC(Enterobacterial Repetitive Inter-
genic Consensus, 肠杆菌基因间重复一致序列 )和
BOX插入因子等 [1]。BOX-PCR指纹图谱分析技术 , 
是根据BOX插入因子设计引物, 扩增微生物基因组
DNA的重复性片段, 补充散布的重复序列, 使不同
大小的DNA片段与位于这些片段之间的序列得到扩
增, 最后经琼脂糖凝胶电泳检测其多态性的一种微
生物鉴定方法[2]。随着微生物检测技术的不断发展, 
BOX-PCR技术在微生物的多样性研究中已得到应用。 

1  BOX-PCR 技术的原理及特点 

目前, 在细菌的基因组中已发现存在 10种以上

可用于基因指纹分析鉴定的短重复序列 , 其中以

REP和ERIC应用较多, 后来在细菌重复序列中发现

了BOX插入因子, 大小为 154 bp, 由保守性不同的

box A(57 bp)、box B(43 bp)和boxC(50 bp)等亚单位

组成, 其中只有box A存在细菌菌株、种、属水平的

分布差异及进化过程中表现出多拷贝和高保守性 , 

Versalovic等[3,4]根据BOX片段中的box A亚单位设计

寡核苷酸引物, 使重复序列之间的不同基因区域得

以选择性扩增, 得到大小不等的DNA扩增片段, 进

而对PCR产物进行电泳图谱分析获得分类学信息。

BOX-PCR 指 纹 图 谱 分 析 技 术 与 REP-PCR 和

ERIC-PCR技术相似, 但操作更为简单快捷, 容易

获得较为丰富的扩增条带, 不需要菌株、种的特

异性DNA探针, 只需要一条单引物就能够完成大

量菌株的DNA多态性分析, 扩增的结果可直接进

行琼脂糖电泳检测。 

2  BOX-PCR 技术的一般步骤 

BOX-PCR技术的一般分析过程包括以下 3个步
骤 [3]：基因组DNA的提取 (Extraction of genomic 
DNA), 以BoxA1R为引物进行选择扩增 (Selective 
amplification), 凝胶电泳分析(Gel analysis)。在微生

物的BOX-PCR分析过程中 , 采用的引物统称为
BoxA1R, 其序列根据扩增的微生物基因组的不同
有所差异 , 目前研究中较为通用的为：5′-CTAC 
GGCAAGGCGACGCTGACG-3′[3], 适用于大多数细
菌、真菌及链霉菌等微生物。 

3  BOX-PCR 技术的改进及体系优化 

许多学者在BOX-PCR技术的应用过程中, 对其
进行了不断的完善：针对不同微生物基因组的BOX
插入因子而设计引物：如炭疽杆菌 (Bacillus an-
thracis) 的 BOXA1R 为 ： 5′-ACGTGGTTTGAAG 
AGATTTTCG-3′[5]、自生固氮细菌的BOXA1R为：
5′-CCTCGGCAAGGCGACGCTGACG-3′[6]、沙门氏

菌属 (Salmonella)的BOXA1R为： 5′-CATCGGCAA 
GGCGACGCTGACG-3′[7]等。BOX-PCR技术的反应
体系及反应条件也随不同的微生物进行了调整。此

外 , Marta用聚丙烯酰胺凝胶电泳技术检测
BOX-PCR扩增产物, 发现聚丙烯酰胺凝胶对于 1 kb
以下的片段有很高的分辨率 [1], 但操作较复杂 , 所
以目前应用最多的还是琼脂糖凝胶电泳技术。 

本文作者针对植物内生细菌的 BOX-PCR 技术
的反应体系进行了优化, 从实验的结果(图 1)可知,  

 

 
a            b                c 
 

图 1  BOX-PCR 反应体系的优化 
Fig. 1  The system optimization of BOX-PCR for endo-
phytic bacteria 
a 为 dNTP 浓度的筛选：M: Marker DL3000; 1、2、3、4 分别为 
0.4 mmol/L、0.3 mmol/L、0.2 mmol/L、0.1 mmol/L dNTP 
b为引物浓度的筛选：M: Marker DL3000; 1、2、3、4分别为 30 pmol、
40 pmol、50 pmol、60 pmol引物浓度 
c 为 Taq 酶浓度的筛选：M: Marker DL3000; 1、2、3、4 分别为 
1.5 U、2.0 U、2.5 U、3.0 U Taq酶浓度 
a Determination of optimal concentration of dNTP: M: Marker 
DL3000; 1, 2, 3, 4 stand for 0.4 mmol/L, 0.3 mmol/L, 0.2 mmol/L, 
0.1 mmol/L dNTP concentration, respectively 
b Determination of optimal concentration of primer: M: Marker 
DL3000; 1, 2, 3, 4 stand for 30 pmol, 40 pmol, 50 pmol, 60 pmol 
primer concentration, respectively 
c Determination of optimal concentration of Taq: M: Marker 
DL3000; 1, 2, 3, 4 stand for 1.5 U, 2.0 U, 2.5 U, 3.0 U Taq concen-
tration, respectively 
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影响 BOX-PCR 反应的因素主要有 dNTPs 用量、引
物浓度、模板 DNA 浓度、Taq 酶等, 其中 dNTP 用
量、引物浓度和 Taq 酶的用量影响 BOX-PCR 反应
产物的多态性和产生谱带的清晰度, 其他因素则影
响其重复性。在最后确定 25 µL的 PCR反应体系中, 
DNA模板用量< 100 ng, 10 × buffer 2.5 µL, dNTP  
0.2 mmol/L, 引物 50 pmol, 2.0 U Taq酶, 补双蒸水
至 25 μL。由于 PCR 扩增受到许多因素的影响, 因
此筛选并固定该反应参数对于获得稳定清晰的电泳

结果十分必要, 实验条件的优化和采用统一的 PCR
反应条件是微生物 BOX-PCR指纹图谱分析的关键。 

4  BOX-PCR 技术在微生物多样性研究中
的应用 

4.1  细菌多样性研究 
4.1.1  固氮细菌：固氮细菌在土壤及植物体内的氮

素循环中具有重要作用, 目前固氮细菌的群落结构
及分类鉴定研究成为固氮微生物研究的热点 [8,9], 
BOX-PCR指纹图谱分析在固氮菌的多样性研究中
已有应用[10,11]。在与毛毡苔Drosera villosa共生的固
氮细菌的多样性研究中, Albino等对检测到的固氮
酶铁蛋白基因(nifH)的 34株细菌用BOX-PCR指纹图
谱进行比较, 能够表明这 34株菌具有明显的多样性, 
对于相同的菌再进行 16S rRNA分析, 测序后发现同
属的不同菌株位于BOX-PCR指纹图谱聚类分析的
一个以上的组中, 表现极低相似性[12]。Lin等对来自
中国不同地区的两个鸡眼草品种根结处分离到的 63
种细菌进行分析, BOX-PCR获得了较丰富的扩增谱
带(在 0.5 kb~4.5 kb处产生 30多条条带), 除一些特
殊菌株外, 分析结果与 16S rDNA RFLP、16S-IGS 
RFLP分析基本一致[13]。DNA同源性分析一直是多相
分类方法中建立新种的重要标准[14]。随着核酸测序

技术的发展, 16S rDNA序列分析被认为是细菌分类
鉴定研究的最新标准, 但在实际工作中大量的菌株
都进行杂交或测序是不现实的。从以上的研究结果

看出, BOX-PCR技术适用于分析大量的固氮细菌菌
株或分离株, 较好地揭示了不同菌株间的差异, 与
16S rDNA序列分析具有较好的一致性, 因此适用于
固氮细菌的多样性分析研究, 并为进一步分类鉴定
提供理论指导。 
4.1.2  植物病原细菌：迄今已鉴定出的细菌中, 约
有 300 种左右可引起农作物、林木及牧草等植物的

细菌性病害。我国 2003年在浙江发现猩猩木叶片发
生的一种细菌性病害的症状与 X a n t h o m o n a s 
axonopodis pv. poinsettiicola引起的叶斑病症状极为
相似, 分离到的菌株都属于地毯草黄单胞菌, Li 等
利用 BOX-PCR 技术将 3 个病原菌菌株与印度猩猩
木叶斑病病原黄单胞杆菌致病型菌株 LMG849进行
比较分析 ,  凝胶电泳可以清楚地观察到产生在 
200 bp与 2500 bp之间的条带, 3个菌株表现了同样
的图谱, 与LMG849存在明显不同[15]。Louws对收集
到的C. michiganensis不同亚种的菌株进行指纹图谱
分析, 结果显示C. michiganensis subsp. michiganen-
sis至少可分为 4种类型, 在 1000 bp周围区域产生了
明显的DNA多态性 , 可作为每个类型划分的依据
[16]。 

在病原流行学和生物体内寄生病菌间的相互作

用研究中, BOX-PCR能够区别X. axonopodis的基因
型, 也是区别C. michiganensis亚种的有效工具, 同
时具有区别个体菌株的能力, 且BOX-PCR指纹图谱
与表型分类具有很高的一致性。此外, 应用以BOX 
A1R为引物的BOX-PCR特异性扩增对魔芋软腐病
菌[17] (Erwinia carotovora subsp. carotovora)、甜菜叶
斑病菌 [18] (Curtobacterium flaccumfaciens pv. beti-
cola)及小麦苗枯病菌[19] (Clavibacter fangii) 等植物
病原菌的遗传进行多样性研究, BOX重复序列的扩
增条带清晰, 对大多数病原菌具有较高的分辨率, 适
用于大多数植物病原细菌菌株的多样性分析。 
4.1.3  其他细菌：BOX-PCR指纹图谱分析技术在类
鼻疽杆菌(Burkholderia pseudomallei)[20]、荧光假单

胞杆菌(Pseudomonas fluorescens)和恶臭假单胞杆
菌 (Pseudomonas putida)[21]、伯克霍尔德氏菌

(Burkholderia cenocepacia )[22]、紫色无硫细菌(purple 
nonsulfur bacteria)[23]、坂崎肠杆菌 (Enterobacter 
sakazakii)[24]等其他细菌上也有应用的报道。 

4.2  真菌多样性研究 
 葡萄树上的艾斯卡综合症是由 Phaeoacremo- 
nium 和 Phaeomoniella 引起的一种复杂的病害 , 
Alves等应用 BOX-PCR结合 REP、ERIC-PCR技术
对从感病的葡萄树上分离到的病原真菌进行分子检

测, 指纹图谱分析与 MSP-PCR 获得的结果进行比
较, BOX-PCR与 REP-PCR、ERIC-PCR显示的条带
能够清楚地进行种间区分, 也可揭示种内的差异。
系统聚类图的分析显示, Phaeomoniella chlamydos-  
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pora和 Phaeoacremonium的 3个种有明显的遗传距
离, Phaeoacremonium aleophilum和 P. angustius位
于同一个簇中, 表明这 2 个种之间关系紧密, 而 P. 
viticola 与它们的亲缘关系较远; 另外 Phaeoare-  
moniella chlamydospora与其余的种遗传关系有很大
的距离[25], 由此可见BOX-PCR与REP、ERIC- PCR 
结合的 rep-PCR 可以达到鉴定这 2 个属中的种和菌
株的目的。 

Götz等对从转溶解酵素T4 基因和未转基因马
铃薯根部获得的内生真菌进行了研究, 以观察内生
真菌是否受溶解酵素T4 的影响 , 其中采用BOX- 
PCR指纹图谱分析技术对分离到的内生真菌的特性
进行检测, 18S rRNA的DGGE表明从根部分离到的
Verticillium dahliae中有 20 株菌株显示相同的迁移
率 , BOX-PCR分析显示它们之间仅有微小的差别 ; 
该文还对分离到的 Cylindrocarpon destructans和
Colletotrichum coccodes菌株进行检测, 所有相同种
的DGGE显示同样的迁移率, BOX-PCR分析结果也
表明, 同种的 8 个菌株都表现同样的指纹图谱, 其
中C. destructans观察到 7 个不同的条带, Col. coc-
codes有 4个不同的条带[26]。 

以上的结果说明了 BOX 插入因子在真菌的基
因组中也具有高度的保守性, BOX-PCR指纹图谱分
析技术能够分析真菌种类的多样性, 可作为真菌鉴
定方法的有效补充。 

4.3  放线菌多样性研究 
2004 年, Lanoot 等采用 BOXA1R-rep-PCR 对 

451 株 Streptomyces spp. 标准菌进行了系统的分类 
和鉴定, 在不同的引物测试中, (GDT)5、REP、ERIC
只在 0.1 kb~0.7 kb间产生极少的清晰条带, BOXA1R

引物测试在 0.2 kb~2.0 kb间产生了明晰且可重复的
条带 ;  结果也表明 ,  3 5 0 个链霉菌菌株的 
BOX-PCR指纹图谱和DNA-DNA同簇关系的数据间
具高度的相关性 [27]。Davelos等将BOX-PCR技术应
用于草原土壤中链霉菌遗传组成和多样性的空间变

化研究中 ,  采用BOXA1R引物对从不同深度的土 
壤中分离到的链霉菌菌株进行了BOX-PCR扩增和
电泳分离, PCR产物在 300 bp~3000 bp位置有多条特
定的电泳带, 在相似性 90％的情况下分成了 102 个
不同的基因组, 其中 77 株有特定的图谱, 充分表明
了处于同一位置的菌株比不同位置的具有更高的相

关性[28]。 

BOX-PCR基因指纹分析获得的分类信息来自
于完整的基因组, 能在种及菌株水平上反映出链霉
菌属的基因型、系统发育和分类关系[29], 分辨率高、
稳定, 可重复性高, 是一种快速而有效的DNA指纹
技术, 因此可作为检测链霉菌菌株多样性的方法。 

5  小结及展望  

BOX-PCR技术可有效地区分种、属及菌株间的

遗传差异, 尤其是不同的菌株间易产生清晰的特异

性条带, 但对于有些相似种会产生相同的条带, 在

今后的工作中, 可针对不同的微生物进一步优化其

扩增体系 , 将BOX-PCR技术与其他的PCR技术如

ERIC-PCR、REP-PCR、PCR-DGGE等结合使用, 综

合分析微生物的种类及多样性, 优势互补更能达到

准确鉴定不同微生物的目的。该技术的不足同

ERIC-PCR、REP-PCR一样, 其稳定性受多种因素的

影响, 如不同批次电泳、使用不同的PCR仪、凝胶成

像仪、染料及染色效果等对复杂多带谱的BOX-PCR

结果有一定影响[30]。尽管对BOX-PCR 技术的稳定

性存在一些争议 , 但只要在稳定的实验条件下 , 

BOX-PCR技术仍然是一种对大量菌株进行多样性

研究的有效手段。 

BOX 重复序列, 在微生物基因组中分布广泛, 

具有一定的保守性, 目前主要应用于细菌的DNA多

态性分析中, 在真菌和链霉菌等其他微生物研究中

应用较少, 但试验表明, BOX-PCR 指纹分析技术也

可以反映出菌株间基因组存在的差异 , 它的快速

性、灵敏性、可重复性和可靠性, 使得其在微生物

分类鉴定、菌株的分型、亲缘关系和分子微生物生

态学研究中有着广阔的应用前景。BOX-PCR技术也

一定会对微生物种群变异的检测、种群结构的动态

变化和植物病害生物防治菌筛选技术的深入研究起

到重要的作用。 
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