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随机扩增多态性!"#在淋球菌基因

分型中的应用

张铁军 任燕华 张颖华 周晓明 俞顺章 姜庆五

【摘要】 目的 建立随机扩增多态性!"#（$#%!）对淋球菌进行基因分型的方法。方法 用&
种不同的预处理方法提取淋球菌基因组!"#，对其优劣进行比较；并运用$#%!对淋球菌菌株进行

区分及对经性伴传播的淋病病例进行$#%!指纹图谱比较。结果 运用经典的十六烷基三乙基溴

化铵法可以抽提较完整的基因组!"#，获得良好的$#%!指纹图谱；各菌株的$#%!指纹图谱间有

明显不同!"#多态性；性伴传播的病例中获得了非常相似的$#%!指纹。结论 选择最佳的!"#
抽提技术，运用$#%!可以对淋球菌进行有效基因分型，并可用于分子流行病学对传染源的追踪。
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随 机 扩 增 多 态 性 !"#（6,.708,859-:-27
509;8065+-<!"#，$#%!）是 一 种 分 子 生 物 学 方

法［I，’］，它是建立在聚合酶链反应（%*$）技术之上

的一种分子标记方法；该方法操作较简便，其指纹图

谱能够提供充分的基因组信息，目前$#%!技术已

被广泛用于生物学物种鉴定和基因分型研究。本项

研究运用$#%!技术对淋球菌进行基因分型，并进

一步研究$#%!用于分子流行病学传染源追踪的
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行性，现将结果报道如下。

材料与方法

一、材料

I@标准菌株：淋球菌标准菌株 JEKL#、F、*、!
由中国药品生物制品鉴定所提供。产青霉素酶的淋

球菌（%%"G）、耐四环素的淋球菌（/$"G）标准菌株

由上海市皮肤性病医院检验科惠赠。样本菌株由上

海市浦东新区疾病预防控制中心提供。

’@仪器：%*$扩增仪为德国F-08236,产品；一

次性成像系统系%+,68,<-,C-032<+产品。

)@试剂：$#%!任意引物、7"/%、/,D!"#聚
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合酶、!"#$%、&’()#*+,--./（012"32公司产品）、

456!1/7./（上海申能博彩生物工程公司产品）。

二、方法

&8细菌接种与培养：9#培养基（:;<3=英国）>
&’?无菌脱纤维羊血配制成改良@A1B./C!1/D<2培

养基，在E?#:%，FGH培养%I!IJA，菌株经染色、

菌落形态观察和氧化酶试验鉴定确定为淋球菌后，

在淋球菌营养培养基中纯培养。

%8基因组456制备（预处理）：方法一，热裂解

在无菌条件下，取&8EK$.LL.2=3/-管，加入==M%:；

用接种环挑取淋球菌菌落（E?#:%、FGH，培养%I!
FNA），放入管中充分混匀，于&’’H热裂解EK<2，冰

浴中冷却EK<2，重复操作一次后，离心［F］；方法二，

蛋白酶O裂解，取&8EK$.LL.2=3/-管加入裂解液

（5)CI’、@P..2C%’）、Q4@6，挑取单克隆淋球菌落，

混匀，加入040至&?、蛋白酶O至%’""／K$，E’H
&A，离心；在上清中加入等体积的酚氯仿，混匀，高

速离心取上清，并%8E倍乙醇沉淀，沉淀用@Q溶解，

于R%’H保存［I］；方法三，用万用裂解液裂解细菌，

取单克隆淋球菌菌落，于&8EK$的.LL.2=3/-管中，

加入&’!%’倍的万用裂解液（宁波新芝公司产品），

混匀，N’H保温&!%A，每隔%’K<2混匀一次，直到

用移液枪吸取时基本不拉丝为止，吸取F!E"$做

)#*模板；方法四，#@6S法取&8EK$.LL.2=3/-管

加入@Q缓冲液，挑取单克隆淋球菌落，混匀，加入

&’?的040及%’K"／K$的蛋白酶O于FGH温育

&A。加 入EK3$／T51#$和#@6S／51#$溶 液，混

匀，于NEH温育&’K<2，标准酚C氯仿抽提，将上清液

转入新管中，加入’8N体积异丙醇沉淀456，离心，

G’?乙醇洗涤沉淀，@Q溶解R%’H保存［E］。

F8)#*扩 增 反 应 体 系：总 体 积 为%E"$，加 入

==M%:、*6)4引 物（E"K3$／T）、&’()#*+,--./、

=5@)’8%KK3$／T、@1U酶&V、模板456%"$。扩

增反应程序为W%H%K<2预变性；W%H&K<2、FGH
&K<2、G%H&K<2I’个循环；IH保存反应产物。

I8制胶与电泳：使用&?琼脂糖@6Q（电泳缓冲

液）电 泳 体 系、’8E""／K$QS、N($31=<2"+,--./：

F’?9$BX./3$、EKK3$／TQ4@6、’8E?溴 酚 蓝，取

&’"$)#* 产 物 加 入 上 样 缓 冲 液%8E"$，在&!
&’Y／XK凝胶的电压降下进行电泳，约E’!N’K<2，

当加样缓冲液中的溴酚蓝迁移至足够分离456片

段的距离时，于紫外灯下观察成像。

结 果

&8I种不同预处理方法抽提基因456的比

较：图&用I种方法提取的 模 板 基 因 组456的

*6)4指纹图谱，比较其中方法%与方法F较为相

近，但方法&所得图谱中条带多于方法%、F；在本次

研究中方法I并未能有效扩增出*6)4指纹图谱，

只扩增出一条约E’’+L片段，不能完整反映出整个

淋球菌基因组456图谱。

!：!1/7./；&：#@6S法；%：蛋白酶O裂解法；F：万用裂解液

法；I：热裂解法

图! 不同预处理方法所抽提基因组456的*6)4图谱

%8*6)4引物筛选：本次共筛选E’条任意引物

Z&!ZE’，Z&N!ZE’的结果未在本图中显示。以标准

菌株6（[M:C6）为模板，用#@6S法抽提淋球菌基

因组456，对E’条任意引物（Z&!ZE’）进行筛选，通

过试验从中筛选出&’：E’C#@9#@9996#CF’、&&：

E’C9@696###9@CF’、&%：E’C##@@96#9#6CF’、

&G：E’C699966#969CF’、%I：E’C66@#999#@9C
F’、%W：E’C999@66#9##CF’、FJ：E’C699@96
##9@CF’、IE：E’C@969#996#6CF’号引物其扩增

效果好、多态性强。

!：!1/7./；&!&E：Z&!Z&E号任意引物所产生的指纹图谱

图" 适用*6)4引物的筛选结果
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!"底物浓度对条带的影响：图!是以#!$（%’&
’(()(’**()&!’）号引物。对标准菌株’（+,-&
’）进行扩增，将基因组模板./’作倍比稀释（0、

01、%1、011、%11、0111）；模板基因组./’用量在一

定的 范 围 内 变 动 没 有 显 示 出 对 图 谱 的 影 响，但

01112与02相比%1134片段已有逐渐消失的趋势。

5：567897；1：空白；其他分别为稀释0!01!倍后所产生的指

纹图谱

图! 淋球菌模板作倍比稀释后的:’;.指纹图谱

<":’;.对不同菌株进行扩增的图谱比较：用

#!$（%’&’(()(’**()&!’）号引物:’;.。对标准

菌株 +,-&’、=、*、.和;;/(、):/(进行扩增，

从图<中可知，>种不同的菌株都有?条共同的主

条带，一条分子量为?111!?%1134，另一条分子量

约为0?%134，其;*:产物的条带数在!!%条之间，

其指纹图谱可以进行不同菌株区分。

5：567897；’=*.：标准菌株+,-&’、=、*、.的指纹图谱

图" 淋球菌不同标准菌株的:’;.指纹图谱

%"有相同条带（流行病资料显示为性伴治疗）：?
株淋球菌菌株条带相同。图%为用:’;.对临床

淋病病例所采集的标本进行扩增，#0和#?的:’;.
图谱显示出非常相近条带，流行病学资料显示此?

株样本菌来自直接性接触而传播的病例。

图# 经性伴传播的?株样本菌的:’;.指纹图谱

讨 论

:’;.指纹图谱以其简便、易于操作，已被广泛

应用在多种生物物种的分型研究。依据:’;.指

纹图谱的细微差别，可对细菌菌种，特别是不同菌株

进行有效的快速鉴别。目前，淋球菌常常用营养学

分型和血清学分型［>］，但是从基因水平对淋球菌进

行分型，会更深入地提示淋球菌不同的基因型别与

不同的表型之间的关系（如不同耐药菌株间:’;.
图谱的差别）。

本研究显示不同的常规预处理方法提取淋球菌

基因组./’，对:’;.扩增有重要的影响，*)’=
法的指纹图谱较好地反映淋球菌基因组./’多态

性，热裂解法虽然因其简易常用于;*:测定基因工

作中，但不推荐用于:’;.研究。研究中从%1条

:’;.引物中进行了筛选，筛选出$条多态性高、重

复性较好的引物，适用于淋球菌的基因分型，用多条

引物进行:’;.组合图谱与文献报道单条引物的

比较可提高:’;.的分型能力。该引物组合可以

作为淋球菌分型的适宜引物。经半定量试验发现基

因组./’浓度在一定范围内不会对:’;.结果构

成影响，幅度至少在!个数量级以上，可应用于临床

常规不同浓度的模板。

从本次研究中:’;.对不同种菌株的区分情

况来看，菌株有着相同的主条带，但指纹图谱有着明

显的区别，鉴于此结果，可以从基因水平上对淋球菌

的流行株进行区分；基因组的某些区域发生./’
的片段的插入或者缺失，或者碱基突变，可以造成特

定的结合位点发生变化，而使;*:的产物增加或者

减少，发生分子量的变化，通过任意引物对淋球菌进
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行扩增，就可以发现不同菌株之间的差别，从而进一

步区分型别，这些条带的差别可以用来证明和归类

不同菌株，进而与菌株的一些流行病学特征（如感染

力、耐药性等）进行联系。

目前，分子流行病学的重要任务之一就是对传

染源进行追踪，判定传播关系中所感染疾病病菌的

基因型是否一致［!］。"#$%技术曾被用于确定其他

微生物感染的爆发流行、传染源及其遗传相差性方

面［&］；’()**等［+］研究表明，"#$%多态性产物遵循

孟德尔遗传定律，"#$%同源片段（相同大小）的数

目与亲缘关系成正比，相同大小的片段越多，表明亲

缘关系越近。本次"#$%对,株淋球菌样本的扩

增结果非常相似，表明其亲缘关系很接近，结合流行

病学资料显示，患者与性伴通过性接触而传染淋病，

可以加以佐证；通过"#$%指纹图谱的构建能够进

一步了解%-#的同源程度，从而确定亲缘关系，进

行传染源的追踪，此方法可在今后淋球菌流行株的

分子流行病学调查中使用。
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·疾病控制·

肺炎支原体感染与川崎病病因关系探讨

吉大章 马廷和 宋玫

对近H年来广东省珠海市妇幼保健院收治的!!+T例患

儿进行了川崎病（7%）与肺炎支原体（M?）感染关系的探讨。

.>资料与方法：!收集.+++年.月至,GGK年..月住院

患儿!!+T例为研究对象，年龄为出生后,+天至.T岁；其中

男H.G!例，女,J&!例；"诊断方法：M?感染均采用日本明

胶颗粒凝集法测定血M?LWEM滴度（日本瑞必欧式会社提供

试剂盒，阳性标准!.ITG）。本组患者检测抗体时间为病后

H#..天，血中M?LWEM阳性滴度范围（.ITG#.IK,G）。7%病

例均符合.+&T年日本川崎病研究委员会修订诊断标准。$
统计学%,检验，对列研究进行联系强度的计算：相对危险度

（!!）XW:／WG，归因危险度（"!）XW:YWG，W:X2／F.，W:X(／F.。

,>结果与分析：研究表明，!!+T例中，M?感染!++例，

7%T!例，M?感染且为7%者.K例，其中男&例，女H例，年

龄!月龄#&>H岁。M?感染者中7%发病率为.>JKZ，非

作者单位：H.+GG.广东省珠海市妇幼保健院儿科

M?感染者7%发病率为G>TTZ，两组差异有显著统计学意

义（%,X.K>!，#"G>G.），利用流行病学对列研究，计算!!
为K>J+，"!为.>.+。查!!与关联强度参考标准得关联强

度为强［.］。7%自我国.+!&年出现病例报告至今，该病发病

呈逐年增加趋势，已取代风湿热成为我国小儿后天性心脏病

的主要病因之一。该病治疗渐趋完善但病因尚未明确。推

测与多种病原感染有关［,］。研究表明，珠海市近H年住院患

儿!!+T例中M?感染与7%发生有统计学联系；建议进行多

中心前瞻性的研究。
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