
·实验研究·

中国!"#$群霍乱弧菌核糖体

基因多态性的研究

曲梅 阚飙 祁国明 刘延清 高守一

【摘要】 目的 分析国内!"#$群霍乱弧菌分离株的遗传多态性。方法 以"%&’()*和+#&
’()*核糖体基因作探针，对内切酶消化的菌株染色体,)*进行-./012’3杂交，分析杂交图谱。

结果 选择的"++株!"#$群霍乱弧菌得到"4种核糖体基因型。$株!"#$%、&’"和()均为阴性的

无毒菌株，分属于5种独特的核糖体基因型。结论 !"#$群霍乱弧菌在遗传分化及克隆群的地区分

布上存在多态性，提示国内!"#$霍乱流行的复杂性。
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霍乱是以急性腹泻为主要症状的烈性肠道传染

病。历史上发生的七次霍乱大流行，都是由!"群

霍乱 弧 菌 引 起 的。"$$+年 印 度、孟 加 拉 国 发 生

!"#$群霍乱弧菌引起的霍乱样疾病的爆发性流行，

这一新的血清群被LM!宣布为引起霍乱的又一病

原体［"］。关于!"#$群霍乱弧菌的来源问题，一直

是一个研究的热点。许多研究已证实!"#$群菌株

与!"群N?9.’型菌株遗传上具有很高程度的相似
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性，与!++群菌株的相似性也有报道［+］。一般产毒

的!"#$群菌株与!"群产毒株都携带有毒力基因

!"#$%、&’"和()序列［#］。"$$#年I月，我国新疆

局部地区首次出现!"#$群霍乱弧菌爆发性流行，

随后内地一些地区以及东南沿海地区出现流行或散

发，而且从一些水体和食品中也分离到!"#$群菌

株。从时间、来源及地区分布等方面考虑，本研究选

择了我国"$$##"$$$年!"#$群霍乱出现以来各

省区 送 检 的 菌 株，采 用 核 糖 体 基 因 分 型，分 析 了

!"#$群菌株的克隆群构成，揭示了菌株遗传分化的

多态性，从群体遗传学角度，明确了我国!"#$群霍

乱弧菌核糖体基因分型方法，为进一步探索!"#$
群菌株的来源及传播规律，提供依据。
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材料与方法

!"菌株：从!##$!!###年全国!$个省市卫生

防疫站收集的%!$#群菌株中共选择!&&株，详细

资料见表!。

表! 试验所用%!$#群菌株的来源及

核糖体基因分型结果

地区 分离菌株数 !’(核糖体基因型别及菌株数

新 疆$)株（!##$年） *+$型$!株，*+!、$、,、’、-
型各!株

浙 江&.株（!##,、!##’、!##)
及!##-年）

*+!型!)株，*+&型&株，
*+)型!株

北 京!)株（!##,年） *+!型!)株

广 东!,株（!##$、!##,、!##/、
!##)及!##-年）

*+!型#株，*+&型&株，*+,
型&株，*+,、!!型各!株

江 西!.株（!##,、!##-年） *+!型&株，*+&型/株，*+/
型$株

安 徽#株（!##’、!##-年） *+$型-株，*+#型!株

江 苏’株（!##)、!##-和!###年） *+!型/株，*+&型!株

黑龙江$株（!##-年） *+&型$株

湖 南&株（!##)年） *+!、$型各!株

内蒙古!株（!##’年） *+!型!株

海 南!株（!##’年） *+!型!株

山 东!株（!##)年） *+’型!株

辽 宁!株（!##)年） *+!型!株

&"试剂：限制性内切酶为!"#"（华美生物工程

公司 产 品）；地 高 辛（012）探 针 标 记、检 测 试 剂 盒

（*3456）。

$"078探针制备、93:;56<=>?3;;1=2及078杂

交：

（!）染色体制备、酶切及转膜：见参考文献［,］。

（&）@A*及探针制备：扩增制备!’(<*78基因

（!’(<078）探针的引物为：引物!：/’B8C8C++
+C8+A8+CCA+A8CB$’，引物&：/’B88CC8C
C+C8+AA88AACA8B$’，扩增产物!"/D>。扩

增参数：#,E预变性,F1=；#,E变性/.(，/-E退火

/.(，)&E延伸’.(，$.个循环；)&E延伸)F1=。扩

增制备&$(<*78基因（&$(<078）探针的引物为：

引物!：/’B88+88888A8A8CA8A+C+CAB
$’，引 物&：/’BACCA8C8+8CAC8AAC88
A+CB$’，扩增产物-,&>G。扩增参数：#,E预变性,
F1=；#,E变性/.(，//E退火/.(，)&E延伸/.(，

$.个循环；)&E延伸)F1=。均以古典型霍乱弧菌

%$#/的染色体078为模板。@A*产物经凝胶电泳

回收纯化，方法详见文献［,］。012标记探针及免疫

检测按试剂盒说明书进行。

结 果

对!&&株%!$#菌株提取染色体，用限制性内

切酶!"#"消化，分别用012标记的!’(<*78、&$(
<*78基因探针杂交。根据杂交条带数目、带型差

异，得到!’(和&$(核糖体基因分型（表!）。!’(
<*78的探针杂交图谱模式图如图!（同一株菌染色

体078的&$(<*78基 因 探 针 杂 交 带 型 比!’(
<*78基因探针的少，显出的条带在!’(<*78基因

杂交图谱中均可找到，因此本文中未列出）。!’(核

糖体基因型的聚类分析图如图&。

图! 中国!$个地区!&&株%!$#群霍乱弧菌

!’(<*78基因杂交图谱模式图

图" 中国!$个地区!&&株%!$#群霍乱弧菌

!’(<*78基因杂交图谱聚类图

在所分析的菌株中，两种核糖体分型得到了一

致的优势型*+!和*+$。#*+!来源于!##$!
!##-年的各年份、各地区（包括北京、浙江、广东、江

西、江苏、海南、内蒙古、湖南的菌株）。北京地区

!##,年分离的!)株菌都属于这一型别；浙江分离

的全部&.株菌中有-/H属于这一型别；广东分离

的!,株菌中有’,"$H属于这一型别；江苏’株菌有

-$"$H属于这一型别；而收集的来自于新疆的$)株

菌只有!株菌属于该型别；海南、内蒙古、辽宁、湖南
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等地的代表性菌株也属于这一型别；江西!""#年的

$株菌也属于这一型别。!%&’：新疆!""’年分离

的’(株菌中)*+,-属于该型，安徽!"")年分离的

)株菌全部属于这一型别。"%&$：主要来源于江

苏!"")年分离的,株菌和黑龙江!"")年分离的$
株，还有浙江、广东等地的变异株。#%&*$%&)：

每一型为!$$株菌，多是新疆、江苏、广东等地的变

异株。%%&#、%&,、%&"、%&!.型：共"株，均为无

毒株。

讨 论

/%01基因高度保守，在所有细菌基因组中存

在一至多个拷贝，在霍乱弧菌中一般存在)个拷贝。

!*2/%01的基因作为细菌进化的标志，已广泛用于

细菌的克隆分化研究中［,，*］。本研究中的!$$株

3!’"群霍乱弧菌，!*2/%01核糖体基因型（%&）与

$’2/%01核糖体基因型得到一致的分类结果，即

!*2%&型为!.种，$’2%&型也为!.种；在!*2%&
中属于同一型别的菌株，$’2%&中也属于同一型。

我们分析了霍乱弧菌!!" 操纵子结构，发现个别

!!"操纵子中!*2/401序列中有#$%&切点，尚未

在$’2/401中发现该切点，因此!*2/%01的探针

杂交结果与$’2/%01的探针杂交结果应是有联系

的。因为$’2/%01基因杂交带型（#$)条）比!*2
/%01基因（($"条）的少，显出的条带在!*2/%01
基因杂交图谱中均可找到，且同一菌株两图谱分型

相同；另外!*2/%01基因序列中存在着#$%&识别

位点的碱基序列变异［’］，因此在用#$%&酶切染色

体再杂交来反映菌株遗传分化上的差异上，用!*2
/%01基因探针杂交比用$’2/%01基因探针得到

更多的条带和信息。

在核糖体基因分型中以%&!和%&’型为优势

型别。本文所定义的优势型是从两方面考虑：’从

菌株的数量。每次爆发性流行中随机抽样，根据每

一地区所出现的各个型别中所占的菌株比例。!该

型别 菌 株 所 波 及 的 地 区 和 影 响 范 围。根 据!*2
/%01基因杂交图谱所做的聚类分析图（图$），显示

了我国不同%&克隆3!’"群菌株的遗传相似关系。

比较常见的%&型中以%&!和%&$型相似度大；江

西菌株为%&!、%&$和%&,型，遗传上较为相近；北

京分离株%&!型与新疆分离株%&’型遗传发生上

相距较远；%&#、%&"型是无毒株，与常见的产毒株

遗传发生上相距较远。

!*2/%01核糖体基因分型在3!’"菌株的克

隆群分析、菌株差异性比较以及为分析菌株来源提

供线索方面有重要的意义。我们对我国3!’"群菌

株的分析得到下列结论：’各省份本地区分离株的

相关关系：研究的新疆!""’年分离株绝大多数属于

%&’型，但有少 量 分 离 株 属 于%&!、%&#和%&*
型，提示有多个疫点，既有本地的流行，也有无关联

性的散发病例；北京!""#年出现一些病例，都属于

%&!型，虽然北京流动人口多，有输入传播的可能，

但因这些菌株型别集中，说明在本地有3!’"群菌

株的传播，应及时进行出现病例点的疫情控制，防止

扩散。!新疆!""’年分离株与随后发生的流行的

关系：作为最先引起流行的新疆!""’年分离株绝大

多数属于%&’型，!""#年北京、江西、广东、浙江等

地均分离到3!’"群菌株，这些菌株与!""’年新疆

流行菌株的%&型不同，说明不是新疆流行的延续。

从检测菌株综合分析，我国3!’"群菌株存在克隆

分化上的多样性，各省区有3!’"群霍乱的流行或

散发。虽有多处病例的报道，根据发生规模及菌株

的遗传特征，从全国范围来看不同克隆群的3!’"
菌株分布是复杂的，呈多点发生。
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