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·实验研究·

贵州省莱姆病螺旋体的核糖体基因分型研究

王定明郝琴蔡星和万康林王昭孝陈建

忍写l A

【摘要】 目的对从贵州省农耕区的鼠类动物分离到的2l株莱姆病螺旋体菌株进行分子流行

病学研究。方法应用聚合酶链反应(PcR)从21株莱姆病螺旋体分离株的全基因组D心n扩出5S～

23s rRNA基幽问隔区，扩增产物用限制性片段长度多态性分析(RHP)和核酸序列分析。结果 贵

州省21林莱姆病螺旋体菌株町分为两个基凶犁：踟H℃￡越∞k“地地(B．m缸“纰触)20株，岛删缸sD
l株。结论 贵州省农耕医以BⅢ如“缸，勰基因型为主，目前上j．御7Ⅱ。5缸”n对人的致病性已经得到

证实。
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莱姆病是一种新发现的经蜱传播的、累及多器

官的自然疫源性疾病。血清流行病学调查证实中国

22个省(区)的人群有莱姆病的感染，17个省(区)存

在莱姆病疫源地o]。贵州省21县(市)的血清流行

病学凋查证实人群莱姆病抗体IgG阳性率较高，并

且从8个县耕作区的粒形硬蜱和黑线姬鼠等5种鼠

类分离多株莱姆病螺旋体。目前的研究表明莱姆病

螺旋体——伯氏疏螺旋体(岛rm妇h，，鼻dor庙“
sensu lato)具有高度遗传异质性，至少有10个基因

型，基因型同临床表现存在密切关系。我们采用聚

合酶链反应(PCR)技术对5s～23s rRNA基因间隔

区进行扩增，对扩增子进行限制性片段长度多态性

(RFLP)分析”】，并对不同于国内外13个酶切带型

的菌株进行测序，对贵州分离的21株菌进行核糖体
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基因分型研究，以明确贵州农耕区的主要基因型。

材料与方法

1．莱姆病螺旋体菌株来源：试验所用菌株26

株，国际和国内参考株5株，贵州省菌株21株(表

1)。所有菌株用BsKⅡ培养基在33℃培养5～7

天，离心收集菌体，保存于20℃备用。

2试剂：蛋白酶K、Taq酶、dNTP、限制性内切

酶Mse l、PBR322／HaeⅢMarkcr、琼脂糖、丙烯酰

胺、N，N’一甲叉双丙烯酰氨均购于华美生物_j二程公

司。全细胞DNA的提取参照文献[3]进行。

3．5s～23s rRNA基因间隔区R}、LP分析”1：

(1)对所有菌株进行PcR扩增：根据rrf3’和

rrl5’端高度保守区设计引物，以01igo 5 0软件评

价，其序列为：Primerl：5’一GOG(弼A GA(j TA(；

GTT A-兀、一3’和Primer2：5’一(了rA(如CⅣ兀、o址

cATAGA【丌一3’。PCR反应条件为：变性、退火、延

伸温度分别为94℃、54℃、72℃，时间为每步45 s，共
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进行34个循环。

表1 贵州莱姆病螺旋体菌株的一般情况和分类结果

分析中酶切图谱不同带型的菌株，将其PcR产物送

博雅公司测序。

基因型 菌株 来源百泵i阿区rrf州带亘 A B c D E F G H l J K L M N

(2)产物用限制性内切酶Mse I 37℃酶切。

20℃保存备用。

(3)聚丙烯酰胺凝胶电泳(PAGE)：酶切产物采

用18％PAGE(丙烯酰胺：双丙烯酰胺为20：1)、恒

压100 V、8 h电泳。相对分子质量(Mr)Marker为

PBR322／}IaeⅢ。

(4)硝酸银染色：电泳结束后，将胶转入固定液

100“中固定45 min；200“硝酸银染色液染色2 h；

三蒸水清洗2次；加入还原液作用到酶切片段显色

清晰为止；加入终止液，将结果拍照。

4．结果判断：根据Mse I酶切产物模式图(图

1)中不同基因型的酶切图谱进行分析判断。目前国

外菌株至少有13个酶切带型，分别为A、B、c、D、E、

F、G、H、I、J、K、L、M。其带型和基因型的对应关系

分别为：A为B．6“砌向i sensu st—cto；B、c为

B．胛rin甜；D为B蝇，b衄；E为B．芦加"f∞；F为

B．tu缸{s缸”o；G、H为B．ms缸ni船；I、J、K为

Group【)N127；L、M为Gmup21123。

5．测序：选取5s～23s rRNA基因间隔区RFLP

图l 莱姆病螺旋体5s～23s rRNA基因间隔区RFLP分析

结 果

1．5s～23s rRNA基因间隔区RFLP分析：贵

州21株菌酶切结果见图2和图3；有D、N两种带

型，N带型为中国菌株特有。其中7号为非典型D

带型；其余为N带型。

2．菌株基因测序结果：经5s～23s rRNA基因

间隔区Rn，分析，7号菌株的酶切图谱带型为非

典型D带型，将其测序，结果为：B．m如is缸m；在N

带型中：l、3、4、5、6、8、9、14、15、16、17、20、21、22号

的带型完全一致，将1号测序；11和18的带型一．

致，将11号测序；12、13、19、23号的带型稍有不同，

分别测序；结果证明，12号菌株为B．sp，其余均为

B．W如is缸m口。测序结果如下：
l lIGmalE蚺^aTn^mTEⅡnTnⅪGnTnlumⅪⅥx陌_【nmm【M
ll^^ⅥCnM～z]ⅪTnTuⅡunTrr¨MI～1CqGnTn6、qG皿A
u Wl毗rrm^A0a1～vTrFfnTrLⅡGnTnlvom目1cqGnTnInⅧMn’Du
7 魏^Mr丌AtvⅪ1mTnTFⅢnTrJllA～岈Ⅱ×nj邢H∞EnT巩

12 雎rrn^《Trn^日Tt《TnTBmHTnTrAmxn咖aTnⅢnmunl∽
19“11AmⅡTⅡmnlm乙ⅥTnlAA月，口HMHHTnT0umⅡTM
23 Gl眦n1址“1Tn∞TrnHTn口口f丌丌^^目GnrⅨEnTntn目盯lT】G

TTCAAm加tHA^^^AⅢA^^∞1GⅪXnE^CmBGⅪ1GAq》A^GmwmⅣrTlⅡT
1l THH^月A赶G璃^A^AⅪA^^ⅪMmⅪ1G㈣册A^M^A～■mq∞御m
13 T亿AA月A州HhA^^AmA^^月HGqⅪm矾oⅡwⅢ嘲^c^A^G目矾"Ⅳrm
7 TKA^m埘帆^AA^ⅪAA^m黼mHnY㈣．皿1^tmn^《*pmⅦ目1ⅢT12TnA^ⅪH肌㈥H^^AⅢHG蚪n矾cⅡG～ⅡTG^^o博H》jq龃pn【耵

19 lTB州AmGnA^^^目1A^mAGⅪ椰GAcⅫELⅪ1A㈧H州蚶ImT
23 TnA^mA—aB孙^^^A日A^^mAdⅪⅪⅥ㈣1u^^cu蹦aIⅪⅪⅪT呵T
1 TDJGnG硝TAAmH^盯lcGc¨AⅪm^6qojA^G目A^A^目x弼GⅡM～矾A¨T咖Ia】I￡Ap^Ao¨，口“X￡^A^mⅣⅪGⅪⅨ：MGⅢ㈣1啪HAA～zM
13TBⅡGTHXⅪA^^cⅥ椰xxH^～^m‘《*I∞M∞A枞月xmd“1^^GrM7TT矾mu【ⅪA^^c^^ⅪTGGc^^A日邶^GⅪo：^^G∞A^AAm㈣n^ⅢnM
12 t”ⅡGrmcqM^cA㈣HAu州“瑚BGAAGⅪA^^^础cGrC蚺～ⅪM㈣汀It删^^Ac～v口TojC^AAⅢA6^＆ⅥEG^^GmAAAA栅H汛H^pdlm
23 TⅡ∞=nEo目M料㈣xH^^mm^c搠℃G^^6ⅪA^¨JⅡx[GGHHA^GTM
1 m“‘^Gn■xKBTcA∞mmm
“∞¨GMJondo■U^日B口：ⅨGA?懋拦黑茹黑㈣
：；搿嚣器怒鬻黑；黧慧
23 1㈣1ⅪⅥlB^^％C口m^

3．2l株贵州菌株基因分型结果：经5s～23S

rRNA基因间隔区RFLP分析及序列分析，21株贵
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州菌株可分为两个基因型：B m如曲缸M 20株

B妒1株(表1)。

1：GKl；2：PI鲴l；3：GM4，4：Gs5；5：GMl；6：6c3；7：GfM

8：Gs3；9：Gl(2；10：Cs46l；M：Marke“24：20047；25：FPl

国2 贵州菜姆病螺旋体菌株5s～23s IRNA基因

间隔区Rnj分析

ll：GKlll．12：G0s4；13：(芄l一3；14：(jCL；15：Gsl；16：GXRl2

17：G魁；18：(，XLl8；19：(；(3，3；20：GXL2；M：Markef；21：GK7；22

GM2：23：GZH32：26：[：S4

图3 贵州莱姆病螺旋体菌株5s～23s删基因
间隔区RFLP分析

讨 论

莱姆病在世界五大洲广泛存在，随着对莱姆病

螺旋体的深入研究，发现不同地区存在的基因型有

所差别。目前至少可分为10个基因型，其中4个基

因型从患者体内培养分离出”1。中国菌株具有一定

的遗传异质性，据报道至少有3个基因型”。。本次

研究对贵州2l株莱姆病螺旋体，用5s～23s rRNA

基因间隔区RH．P进行分型，并对部分菌株进行测

序，表明贵州农耕区存在B．m缸打缸m和B．驴基

因型，以B．mfnisiMn为主。这就证实莱姆病螺旋

1131

体在中国除了已发现的3种基因型以外，还存在另

外两种基因型。这对研究中国莱姆病螺旋体的分子

流行病学提供r重要的理论和实践意义。

基因型与I临床表现存在密切关系‘”J，其中

B．乩rg咖r斥ri seTlsu stricto主要引起关节炎，

B舭一”讥B．q，积品分别与螺旋体神经炎和萎缩

性皮炎有关，这三种基因型均可引起游走性红斑。

目前已有文献报道B．m如谢n”“对人类致病，因

此，有必要研究该菌对贵州农耕区人群健康的危害

程度、致病特点，为制定防治对策提供科学依据。

本实验所采用的5s～23S rRNA基因间隔区

RflJ分析是中国莱姆病菌株鉴定的常规方法“】，

其具有快速：简便和成本低的优点，但不能鉴定某些

带型与已知13种带型不同的菌株，所以DNA序列

同源性测定和分析是这种方法的补充和最终的确

定。

参考文献

1张哲夫，万康林，张金声我国莱姆病的流行病学和病原学研究

中华流行病学杂志，1997，18：8 11

2 I’o吐lc D，Ass。LIs MV，Gr哪t PAD，烈“ Diver8itv of B口r耐讯

6"憎由r斥H s∞Bu lat。eⅥdenced by renrktion hagment krlgth

pd珊唧hl咖an—ysls d rrf(5s)一rrl(23s)mter学nic sp眦
arll曲㈨Imem J w∞№terd，1994，44 743—752

3林万明细菌分子遗传学分类鉴定法上海：科学技术出版社，

1989 52，54

4 B叮amon G．Postk D． Girons IS Ddileatl叽。f凸)rr“埘

6“停h向i删5Ⅳnm虮岛州池胛n”“， and gr。up Vs46I

assodated w1廿l Lyme b。rre【10黜Intem J syst朗1￡hct一，1992。
42：378—383

5 M删l RT Identdicatl叽of rldvel Ir”ent。n d册廿1口r皓廿mtl∞

f唧enr}州h一耐m州ters mld凼姗t呲us 23s fRNA

m Lyme出sease splmchetes：phykgenetic arIaly萄s 0f dU诅g∞鹤

and仆商rmtergemc space珀m I如，州m』目pD”M印rlov atld

g助。向cg删p 21038(廓，州掘＆础酬z sp rlov)1dat酋J岛n

Mjcr。b|ol，1995．142。77．83．

6史翠霞．万康林，马风琴，等．中国莱姆病螺旋体的核糖体基因分

型研究中华微生物学和免疫学杂志，2002，2l：298—30王

7 Balrr试i T Ass。ciadon betW鲫1击f如r啪t cl幽cal m洲f酬atl(m of

Lyrne击sea8e and dd岛rem sp蹦of岛，'d衄6¨噌幽删s∞8u
l甜o R曙Microbid．1995．146 6329 6340．

8 Vm‰AP．Kui雕H，V。sK Differ∞t鲫瑚pedes 0f岛舢fm

h瑁幽rJ打i a弛as50cmted witll dmtlnct di那cd m日11ifes蛆tI阿B of

L哪e d“ease CⅡnInfectlls，1993，17：708—717．

9 Bu吕ch u，HbTeufd C，BD}Ⅱner R，et al B删近h础晌1
洲u b士。虬raiTls is。l且ted fiDm cu协㈣1s Lyrne borrd}哺1s biopgseS

出珏erenti删by pmsed f|dd geI dectmphofe日18 scalld】lnfect狲s，

1996．28-586．589

(收稿日期：2002_09．29)

(本文编辑：尹廉)

 


