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钩端螺旋体毒力相关基因的分布特点分析

赵莉蒋秀高聂一新肖玉春徐建国
R与1 月

-实验研究·

【摘要】 目的探讨钩端螺旋体(钩体)毒力相关基因的分布特点。方法根据钩体赖型赖株全

基因组序列的生物信息学分析资料，选择了12个可能与钩体毒力相关的基因，采用聚合酶链反应

(PcR)方法，对中国问号钩体38株参考菌株和81株分离的野生菌株，以及12株非致病性的双曲钩

体共13l株菌株进行了检测。结果问号钩体中各毒力相关基因分布广泛，双曲钩体中仅榆测到个

别毒力相关基因。ljpIj2基凶存在于所有检测的『口J号钩体，lipl06基因在问号钩体不同菌株中的变

异较大，阳性检测率为O％～90 91％山1608基因在问号钩体黄疸出血群菌株中阳性检测率为
87 50％，而在其他血清群菌株间阳性榆测率为o％～25 00％，sphA基因仪在问号钩体少数菌株中能

检测到，阳性检测率为17．65％，且在中国赛罗群哈焦型参考菌株中未检测到。结论这些基因可能

是问号钩体重要的毒力相关基因。其中11pIj2可能是问号钩体各血清群菌株共同抗原的编码基因；

lipL36基因可能和问号钩体血清群特异性和多样性有关；lal608基因可能是黄疸出血群菌株特有的

基因；哈焦型菌株与问号钩体菌株在基因结构具有较大的差异。
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钩端螺旋体(钩体)病是由问号钩体引起的一种

分布广泛的自然疫源性疾病，但目前在全球范围内，

对钩体的毒力因子、致病机理方面的研究还存在着

一定的局限性。本研究利用反向遗传学方法，在问

号钩体赖型赖株全基因组序列的基础上，进行生物

信息学分析，挑选可能与钩体毒力相关的开放读框，
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分别编码钩体的结构蛋白、溶血素和其他可能的致

病因子，并根据赖株基因序列设计引物，对中国问号

钩体38株参考菌株和81株自不同地区、不同宿主

分离的野生菌株以及12株双曲钩体采用聚合酶链

反应(PCR)方法检测这些毒力相关基因，分析各毒

力相关基因在钩体不同菌株中的分布特点，探讨钩

体的毒力相关基因。

材料与方法

1．菌株：问号钩体38株参考菌株由中国疾病预
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防控制中心传染病预防控制所人畜共患病室保存；

81株野生菌株自江西、安徽、广东、四川和湖南等省

的钩体患者和带菌动物中分离(其中4l株分离白钩

体患者血液，25株分离自鼠类动物，11株分离自牛，

3株分离自猪，1株分离自蛙)，12株双曲钩体由中

国药品生物制品研究所提供。

2主要试剂：dNl、P，Taq DNA多聚酶为华美生

物工程公司产品；引物由北京奥科生物技术有限公

司合成。

3染色体DIqA制备，参照Marshan等“o方法，

用酚、酚／氯仿、氯仿各抽取2遍。

4．PCR扩增：所要检测的基因及其引物情况见

表I，每个基因的检测结果重复3次，每次作空白对

照，并以赖型菌株作为阳性对照。

5．P(、R扩增参数：95℃预变性5 min；94℃变性

l min，退火1 min(各引物采用其相应退火温度)，

72℃延伸1．5“n，35个循环；72℃延伸10“n。

结 果

通过PcR方法检测了不同类型菌株的12个毒

力相关基因的分布特点(表2)，结果表明毒力相关

基因在菌株中的分布存在明显差异。在问号钩体

中，各毒力相关基因分布广泛，除lipL36、lal608和

sphA基因的阳性率较低，分别为58．82％、28．57％

和17．65％；其余各毒力相关基因的阳性率均很高，

分别为74．79％～100．00％。在非致病性的双曲钩

体中，仅检测到ampLl，其阳性率为8．33％，其他毒

力相关基因均未检测到。且对问号钩体15株代表

菌株进行分析，结果表明，在毒力相对较弱的血清群

中，毒力相关基因的阳性率较低，如爪哇群、塔拉索

夫群、曼耗群和明尼群的代表菌株，毒力相关基因阳

性率分别为12．50％～18．75％；而毒力相对较强的

血清群的毒力相关基因的阳性率均很高，在

81．25％～93．75％之l司。

对问号钩体菌株数较多的部分血清群的各毒力

相关基因分布进一步分析，结果表明，lipL32基因存

在于所有检测的问号钩体菌株中；岫136基因在不

同菌株中的阳性率变化较大，如在黄疸出血群、澳洲

群、七日热群和赛罗群中分别为87．50％、81．82％、

90．91％和83．33％，而在秋季群、流感伤寒群的阳性

率则很低，分别为25．00％、0 00％；lal608基因在问

号钩体黄疸出血群菌株中阳性率为87．50％，在其他

血清群菌株的阳性率为0．00％～25 oo％；sphA基

因在问号钩体菌株中的阳性率很低，仅为17．65％，

采l 钩体各毒力相关基因及其产物、同源性及其引物
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表2 毒力相关基因在钩体各菌株中的分布(％)

注：表中数据为百分率

且在我国赛罗群哈焦型参考菌株中未检测到；其他

基因在这几个血清群的菌株中分布广泛，阳性率在

72．73％～100 00％。

讨 论

问号钩体和双曲钩体在形态上无法区分，培养

方法也相似，但两者在致病性呈现出明显的差异，问

号钩体为致病性钩体，而双曲钩体通常对人不致病。

问号钩体在中国分布广泛，是世界上问号钩体血清

群和血清型最多的国家之一，其中黄疽出血群、爪哇

群、犬群、秋季群、澳洲群、波摩那群、流感伤寒群、七

日热群是重要的菌群，其中以赖型和波摩那型最常

见，是引起钩体病爆发性流行的主要菌群。各血清

型菌株的毒力不同，对人群的致病作用不同”1。本

研究检测的问号钩体和双曲钩体共131株菌株，各

毒力相关基因的分布明显不同，在问号钩体中有广

泛的分布，而双曲钩体中仅有个别基因被检测到，且

在问号钩体各血清群菌株中的分布也不相同，毒力

较弱的血清群如爪哇群、塔拉索夫群、曼耗群和明尼

群的代表菌株毒力相关基因的阳性检测率较低，而

其他各血清群的毒力相关基因的阳性检测率均很

高，说明问号钩体和双曲钩体不仅在表型上存在着

明显差别，在基因型上也存在显著的差异；同时说明

毒力强度不同的问号钩体菌株的基因结构不同，因

而所表现出的致病力不同；并说明这些基因可能在

问号钩体致病过程中发挥着重要的作用，是重要的

毒力基因。

lipMl、lipL36、lipL32基因编码的脂蛋白和

ompLl基因编码的孔蛋白是钩体外膜蛋白的主要

成分，mllD和lal608是脂多糖rfb基因簇中的两个

基因，HnlD与鼠李糖合成相关“1，lal608基因功能

尚不清楚。对问号钩体菌株各毒力相关基因分析显

示，lipL32基因存在于所有检测的问号钩体中，可能

是问号钩体各血清群菌株的共同抗原；l·pL36基因

在菌株中的变异较大，可能在问号钩体血清群特异

性和多样性中起着重要的作用；lal608基因在问号

钩体黄疸出血群菌株中阳性检测率非常高，而在其

他血清群菌株中阳性检测率很低，可能是黄疽出血

群菌株特有的基因，与脂多糖的血清群特异性有关；

其他基因lipL4l、ompLl和mlD在各血清群中都有

较高的阳性率，因而这些基因在问号钩体中高度保

守，且这些基因编码的蛋白质是问号钩体抗原主要

组成部分，在维持钩体形态结构的完整性、功能代谢

的稳定性，决定钩体抗原特性以及与宿主相互作用

的过程中都发挥着重要的作用，所以它们是问号钩

体致病过程中重要的毒力相关基因。目前钩体病预

防方面，采用的疫苗虽有一定的效果，但仍存在免疫

力低，持久性不强，对其他群型的钩体感染缺乏保护

力，需多次接种等局限性”J。因此，寻找由钩体基因

编码的属特异抗原的基因工程疫苗，使之持久地抵

抗侵入机体的钩体，已成为钩体病研究的课题。本

研究结果提示以上钩体的结构蛋白，尤其是1ipL32

基因编码的脂蛋白可用于疫苗和诊断试剂方面的

研究。

flaB基因编码的鞭毛蛋白是钩体鞭毛的核心蛋

白，在维持钩体螺旋形态和运动方面起着重要作用，

该基因突变后菌体比较僵直且末端无钩，运动减

弱”]。invA”o、mce¨o基因都是根据与其他生物基因

 



主堡煎堑瘟堂盘查2Q盟至12旦璺型鲞箜!Z塑坚匦!!』垃!d堂趔：迪监1 2Q螋：堡!：蛰，!受．!!

序列进行同源性比较，挑选的可能与问号钩体粘附

和侵袭功能相关的基因。本研究结果表明，fl出、

invA和mce基因在问号钩体中有广泛的分布，且在

毒力较强的血清群菌株中都有很高的阳性检测率，

而毒力较弱的菌株中检测不到或阳性检测率很低，

且双曲钩体中未检测到这几个基因，这与问号钩体

可迅速通过皮肤黏膜屏障进入血液，并在血液和组

织内生长繁殖造成机体损伤，且对细胞有粘附和侵

袭作用一致，毒力强的菌株可以大量地粘附到细胞

表面，并侵人细胞内，使细胞器受到不同程度的损

害；而经长期试管传代毒力丧失的菌株和不致病的

双曲钩体对细胞无粘附作用，不侵入细胞内，也不致

细胞病变”。1。因而这几个基因可能是钩体重要的

毒力基因，在钩体致病过程中发挥着重要的作用。

sphA和印hH基因分别是从钩体哈焦型菌株和

赖型菌株克隆到的溶血素基因，两者具有高度的同

源性，但两者的作用机制不同。sphA编码的溶血素

具有鞘磷脂酶c活性，而sp}1|I基因编码的溶血素

是孔形成毒素，具有细胞毒素作用，可以破坏许多表

皮细胞”’”o。sph基因是根据同源性分析从赖株基

因组中挑选的溶血素，与sphA和sphH基因的同源

性分别为62 00％和51．00％。本研究结果显示

spⅢ、sph基因在问号钩体中都有较高的阳性检出
率，且在部分血清群菌株中阳性率为100％，因而这

两个溶血素基因在我国问号钩体中广泛存在，在钩

体致病过程起重要作用。而印hA基因仅在少数菌

株中能检测到，阳性检测率为17．65％，且在我国哈

焦型参考菌株中未检测到，说明文献中的哈焦型菌

株可能与我国问号钩体菌株的基因结构具有较大的

差异。

参考文献

1125

l Mar划l RB， Wnton BE， RoKn啪AJ． Id饥tlfi咖m ofL印衄E距㈣by renmnon—d如udeasc arlaly目s Med

～Ec工obld．1981．14 163 166

2 segersR．varI der蹦hA．DeN抽A，etd Mdec血蛐d删s of

a锄ngc蚰yd【nase c g∞e fmm脚船距m In抽'∞舭坩蚴r
11ardjo Infen I岫un，1990，58：2”7—2185

3于恩庶，罗海渡，鲍行豪，等主编钩端螺旋体病学．第2版北

京：人民卫生出版社，1992．13 88

4 Mitck3[m M，BLdach L)M，Virlll T，时d Identi“cation and

charaderl撼tion of the dTDP_rharmK，se bLosvnt}leslsar—nnnsfer

g皿es d t}E bp。p。bsaccl】add}rdated—b l。c地ln L印删埘
i"船y昭n邶畿Ⅲcc惮rl趣廿1i Bacte蒯。酣，1997，179：1262—
1267

5谢广中，张锦麟，秦进才．等多价钩端螺旋体外膜疫苗的安全性

及免疫效果研究中国人兽共患病杂志．2000．16：38—40

6 Pi—eauM，商廿10tA．S出m Gh∞sI Fi巧t州d印雌for哪e
埘山魄frmnt m L学批缸m t助hmctivati∞of L艏，Z＆m flaB

嘴ults in fml一T删me mutants defici曲t in 曲枷agdIa M0l

MicroKoI．2001．40 189 199

7 Mitche【l SJ，Minnick MF omracten翰t10n of a t耐g帅e kIlS

fH栅．吕口no槲k铡以i，i"机z5 ass。clated with dm aKIltv to lnvade

hⅢ衄e叫h血ytes 111{ec¨Ⅲn∞，1995，63 1552—1562

8}砌e Y，caug蚰tⅡA．Bj吼e G，et d ^由仞h研缸m f曲口r“his

rnarr盯1棚ian cdI entry 0pe“m(n砒】hmdogs i11 my∞b扯tenum

otherthan tubemubb(M[丌T)FEMB In】InI】rId Med Microb“．

2002．33 125—132

9 Me㈨F。陆曲m∞G，P廿dat P．In瑚叽0f Vemceus a【Id

inductjon 0f ap叩曲ais in m眦Iop}lag∞by p毗h枷c L印on叫m

l州唧㈣∞Hdated w1血晡州眦Inf鳅Imm啊，1997，65
729．738

10 I艘sH．K1ms．Park9c，etd(如t删c耐IⅥnes ofk印n叫m

j删臼'’％榭 bdnnb捌】】 SphH as a p∞}南删r兽p彤f㈣
malllmah⋯dls Inktln】tnm．2002．70：315．322

(收藕日期：2002—12．25)

(本文编辑：尹廉)

本刊对统计学符号及统计学方法的要求

·读者·作者·编者·

按(诏3358—82《统计学名词及符号》的有关规定书写，常用如下：(1)样本的算术平均数用英文小写孟(中位数仍用M)；

(2)标准差用英文小写5；(3)标准误用英文小写％；(4)￡检验用英文小写f；(5)F检验用英文大写F；(6)卡方检验用希文小写

Y2；(7)相关系数用英文小写r；(8)自由度用希文小写u；(9)概率用英文大写P(P值前应给出具体检验值，如￡值、f值、q值

等)，P值应给}l{实际数值，不宜用大于或小于表示，，J、数点后保留3位。以上符号均用斜体。关于资料的统计学分析：对于定

最资料，应根据实验或调在设计类型和资料的条件选用合适的统计学分析方法，不能盲目套用f检验和单因素方差分析；对于

定性资料，应根据实验或调查设计类型、列联表中定性变量的性质和分析目的选用合适的统计学分析方法，不能盲目套用f

检验；对于回归分析，应结合专业知识和散布图选用合适的回归类型，不能盲目套用简单直线回归分析。

本刊鳊辑部

 


