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可变数目串联重复序列技术用于中国
C群脑膜炎奈瑟菌基因分型的研究

田国忠 邵祝军 李马超 高源 徐丽 崔志刚 任红宇 王艳华

·595 ·

·实验研究·

【摘要】 目的利用脑膜炎奈瑟菌基因组中可变数目串联重复序列(VNTR)特征，对中国C群

脑膜炎奈瑟菌菌株进行基因分型。方法 中国C群脑膜炎奈瑟菌菌株109株，选择脑膜炎奈瑟菌

DNA中4个vNTR位点，PCR扩增含有串联重复序列的DNA片段，选择每一个VNTR位点有差别

的PcR产物进行测序，序列比对，测算串联重复序列的拷贝数。Bio_Rad Gel DocTM xR凝胶成像分

析系统计算PCR产物DNA片段的碱基含量，换算成串联重复数；对109株菌株4个位点的串联重复

序列拷贝数进行聚类分析，依据聚类分析结果进行基因分型，并将VNTR基因分型结果与脉冲场凝

胶电泳基因分型(PFGE)结果进行比较。结果 109株C群脑膜炎奈瑟菌菌株分为22个VNTR基因

型，同一暴发来源的菌株具有相同VNTR特征；VNTR基因分型方法与PFGE基因分型具有相关关

系。结论应用vNTR技术可以对中国C群脑膜炎奈瑟菌进行基因分型和分子流行病学方面的研

究，vNTR基因分型可较好地应用于追溯流行性脑脊髓膜炎暴发传染源。

【关键词】c群脑膜炎奈瑟菌；可变数目串联重复序列；基因分型
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【Abstract】 Objective To study the variable number of tandem repeats(VNTR)genotyping of

serogroup C№i55PriⅡm已行i，zgifid毋 strains discovered in China． Methods We randomly selected 109

serogroup C优已ni卵gUc∞矗strains．Fbur VNTR 10ci in NPis卵r缸优8规i，zg缸弘妇DNA genome were studied．

The p01ymorphism numbers of copies in the four VNTR 10ci were studied by polmerase chain reaction

(PCR)． The PCR products resulting from the amplmcation of the four VNTR for each iSolate were

electrophoresed and photographed under Bio-Rad Gel DocTM XR imagery equipments．PCR products were

analyzed and the molecular weight of gel images were computed and analyzed by software． To reckon the

repeat numbers in each locus of every iS01ate， different DNA segments in each VNTR locus were

sequenced．Using UPGMA cluster analySis techniques to study the genotyping of∞pies numberS in the four

VNTR 10ci in C mP卵i珂g∞0cd strains genome and to compare the result of VNTR typing with pulsed—field

gel electrophoresis(PFGE)typing from 105 is01ates of the studied 109 iS01aes．R姻ults 109 serogroup C

m删i卵即∞∞i iSolates were divided into 22 VNTR genotypes．Identical types were distributed in the strains

which associated with the same outbreaks．Correlation was observed between VNTR clusters and PFGE

clusters Conclusi∞As one of the moIecular techniques，VNTR could be used for serogroup C

m87zi胛gu∞c“isolates genotyping，in China．VNTR analysis might be used for fine t)币ing of mening()coccal

isolates which belonged to the same clonal complex．

【Key words】NPis靶r缸优P竹i超gi反Zis，serogmup C；Variable number of tandem repeats；Genotyping

流行性脑脊髓膜炎(流脑)是由脑膜炎奈瑟菌感

染引起的以化脓性脑膜炎为主要症状的急性传染
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病。根据脑膜炎奈瑟菌荚膜多糖抗原结构和免疫学

的不同，将脑膜炎奈瑟菌分为13个血清群，A、B、C

是引起脑膜炎的主要菌群。我国历史上流脑的爆发

性流行主要以A群为主，95％的流脑病例是由A群

引起，B群和C群仅引起散发uo。2003年开始，我

国部分地区开始出现C群流脑的暴发，经脉冲场凝
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胶电泳(PFGE)及多位点序列分型(multilocus

sequence typing，MLST)分析，发现我国C群菌株

84％为PFGE AHl型菌株，并发现一种新的

ST．4821序列型菌株∞J。原核和真核生物基因组中

广泛存在着可变数目串联重复序列(variable number

of tandem repeats，VNTRs)，具有高度的多态性和相

对稳定的特征。菌株基因组中VNTR拷贝数的差

异可作为基因分型指标已应用于某些微生物的研究

领域b。5o。我们选用VNTR分型技术，对我国C群

脑膜炎奈瑟菌菌株进行基因分型和分子流行病学方

面的研究。

材料与方法

1．实验用菌株：共109株，其中102株C群脑膜

炎奈瑟菌菌株为2003—2004年流脑流行季节以及

2004—2005年全国流脑流行病学调查中分离到的

菌株；7株菌株为中国疾病预防控制中心传染病预

防控制所保存历年C群菌株。

2．试剂和仪器：Taq酶、dNTP(TaKaRa公司)、

琼脂糖(Bio—instrument YiTO．Company Limitd)、

100 bp DNA Ladder Marker和Goldview替代染料

(华美生物工程公司)；引物由北京赛百盛公司合成，

VNTR引物序列引用文献[6]，VNTR01一F：5 7一

GACGGGTCAAAAGACGGAAG一37，VNTR01一R：5 7一

GGCATAATCCTTTCAAAACTTCG一3 7：VNTR02一

F： 5 7一CTCCCCGATAGGCCCCGAA ATACC一3 7，

VNTR02一R：57一AAAGCGGCGGGAATGACGAAG

AGT一3 7：VNTR03一F：5 7一 GCAGAAACCCCGCAG

ACAGGATGG一3 7．VNTR03一R：5 7一CCGGCGGCGCG

TGATGACTT一3 7： VNTR04一F： 5 7一GACCCTGAC

CGTCGGAAAC(>37。VNTR04一R：5’一ATACCGCCC

TGCTGTTGTGC3 7；本实验设计引物TL02、T03分

别为扩增脑膜炎奈瑟菌菌毛蛋白相关基因(该基因

未命名)和旋转异构酶基因，引物T02一F：5 7一

CCACACCGCTATCCGATTTACCTA一3 7，T02一R：5 7一

ACAGCCATCTCTACAACCCATCT一3’；引物T03一

F：5 7一TGCGGCGGAGGAAACGGACAATC一3 7，T03一

R：5 7一TGATGGCGGGTTTGGGGTTGTCG一3 7。 基

因测序由TaKaRa公司完成；Bio—Rad Gel DocTM

xR凝胶成像仪。

3．PFGE基因分型：本实验的105株脑膜炎奈

瑟菌菌株脉冲场电泳分型(PFGE)结果见文献[2]。

4．PCR扩增：引物VNTR01—04，T02—03引物扩

增体系，50肚l反应体系，PCR扩增参数：预变性

94℃5 min，后续循环94℃1 min，55℃1 min，72℃

1 min，30个循环；最后延伸，72℃5 min。2％的琼

脂糖凝胶(Spanish产品)，标准分子量100 bp DNA

Ladder Marker作为参照。

5．PCR产物分子量及序列测定、聚类分析：Bio—

Rad Gel DocTM XR凝胶成像分析系统中的分子量

计算软件对PCR产物的DNA片段碱基含量进行测

算；选择每一个vNTR位点有差别的PCR产物进

行测序，进行序列比对，发现串联重复序列的拷贝

数。以串联重复序列拷贝数为变量，采用UPGMA

方法，使用BioNumerics(VerSion 3．0)软件进行聚类

分析。DNA测序由大连宝生物工程有限公司完成

(ABI PRISM TM 377 XL DNA Sequencer)，

DNAstar软件进行序列分析。

结 果

1．引物VNTR01—04 PCR扩增：同一引物对不

同的菌株进行PCR扩增，4对引物扩增出不同分子

量的DNA片段，其分子量大小差异，表明不同菌株

中VNTR重复单位拷贝数的不同(图1)。109株脑

膜炎奈瑟菌串联重复序列拷贝数呈现多态性和独特

的VNTR遗传特征，4个串联重复序列单位内的重

复单位碱基数目分别为VNTR01(7 bp)、VNTR02

(13 bp)、VNTR03(9 bp)、VNTR04(9 bp)(表1)。

1、7、14：标准分子量(bp)，最大1000 bp，最亮的条带为500 bp，

最小300 bp，条带间隔100 bp；2～6、8～13：引物VNTR叭一F(R)扩增

11株不同的脑膜炎奈瑟菌电泳结果；PCR扩增片段大小分别为2：

396 bp，3：403 bp，4：424 bp，5：473 bp，6：487 bp，8：494 bp，9：

522 bp，10：564 bp，1l：599 bp，12：627 bp，13：719 bp

图1 VNTR0l位点不同脑膜炎奈瑟菌菌株PcR扩增

DNA片段的琼脂糖电泳图

2．脑膜炎奈瑟菌菌毛蛋白相关基因和旋转异构

酶基因检测：vNTR02和VNTR03位点分别位于编

码脑膜炎奈瑟菌菌毛蛋白相关基因和旋转异构酶基

因内，实验中发现1株C群脑膜炎奈瑟菌菌株用引
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物VNTR02一F、R和VNTR03一F、R未扩增出电泳条

带，根据GenBank中脑膜炎奈瑟菌菌毛蛋白相关基

因和旋转异构酶基因序列，在基因两侧设计两对引

物T02和TD3，对vNTR02和03引物PCR扩增阴

性的菌株进行脑膜炎奈瑟菌菌毛蛋白相关基因和旋

转异构酶基因检测，结果为阴性，提示该菌株缺失了

这两个基因。

表1 VNTR位点的遗传特征

Ⅵ岍t位点 串联重复单位 VNTR位点串联重复的拷贝数

、订叮rR01 CAAACAA 6，7，10，17，19，21，24，30，35，39，52

VNTR02 GGG(’1、G髓GAG^T 4，10，12，13，14，15，16，18，20

VNTR03 GGCAACIvrT 7，9，11，13，16，17

VNTR04 G(℃AAAGCT 4，5，6，7，8。9，12．13．15

3．VNTR聚类分析：VNTR01位点PCR扩增

DNA片段差异(串联重复数目的差异)存在着复杂

的多态性，不适合作为脑膜炎奈瑟菌C群菌株基因

分型指标，故以VNTR02、VNTR03、VNTR04位点

上重复单位拷贝数为变量进行聚类分析。遗传相似

系数为100时，可将109株菌株分为22个基因型，

其中3型(13株)、4型(31株)、5型(36株)、12型(7

株)为主要基因型，菌株占79．8％(87／109)(图2)。

不同地区的菌株VNTR基因型具有规律性。

安徽省48株C群流脑菌株，89．5％(43／48)菌株为

3型(9株)、5型(31株)、12型(3株)基因型。2003

年安徽省青阳县C群流脑暴发中密切接触者分离

的7株菌均为3型；2004年安徽省新东方烹饪学校

共收集16株密切接触者C群流脑菌株，93．8％(15／

16)菌株为5型，另外1株为17型；安徽省南陵县的

6株C群密切接触者流脑菌株为5型。2004年安

徽省东至县分离的1株患者菌株和4株密切接触者

菌株同为5型；2005年江西省健康人群携带者分离

菌株20株，其中18株为VNTR基因型4型；2005

年北京市15株C群脑膜炎奈瑟菌菌株较为分散，

包括1、2、3、4、5、7、10、11、12、16、18VNTR基因型，

其中北京铁路局疾病预防控制中心分离到5株，分

别属于3型(1株)、4型(2株)、7型(1株)、10型(1

株)4个基因型；我国其他省市分离到的散发或健康

人群携带C群流脑菌株分别属于不同的VNTR基

因型。

从患者分离到20株菌株，分别属于9个基因

型：3型(1株)、4型(4株)、5型(7株)、6型(1株)、8

型(1株)、10型(1株)、12型(1株)、15型(1株)、21

型(1株)；4型4株菌株分别来自3个不同省区；5

型7株菌株分别来自4个不同省区。

——3型——

一4型——

一6型一

r—～15型——1
卜—～14型——1
o—～15型——1
广16型—I；
L—～17型——1

18型 1

1咧 1

r—～2 o霆I——1

o—～21型——1
22型 1
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荏 葆地 巢
点 源

北京海淀 健康带苗
北京镕# 健康带曲
女微台肥 m人
安徽宿州 痈人
丧搬青阳县密∞接触
目W *康*W
±海矗定 痛人
河北省 密∞接触
北京 健康带茁
Ⅱ西 健康带葡
安徽滁卅I 密∞接^女
、州o No·642

北京顺义 痫人
北京 健庶带曲
河北省 健康带茁
山西阳泉市瘸人
江苏_i莉京 痛人
江苏连i港痈人
北京 健康带茁
安徽1荀陵 密切接触
安徽台肥 密切接触
安徽肥东县痛人
安徽新东方健康带茁
安徽东至县密协接触
安微东至县瘸人
安徽无为县密切接触
安徽巢湖 痛人
—q}№#±●，阿人
北京 痛人
广西 痛人
北京丰台 健康带砷
广东东莞 辔切接触
浙江 痛人
浙江 痛人
北京 健赢带菌
i商 痛人
江苏苏州 健^带茁
江苏苏州 健康带茁
江苏盐城 痛人
北京宣武 健^带菌
北京 健康带菌
北京丰台 健康带蕾
安徽 痫人
安徽 密切接触
i南德宏卅I密切接触
北京市 密切接触
北京丰台 健康带茁
甘肃省 密切接触
安徽肥末岳密切接触
江西 健康带茁
_匕海n科医院痛人
安徽肥东县 密切接触
北京 健康带茁
安徽新东方密切接№
北京东城 健康带菌
Ⅱ西 健^带茁
福建福安市健康带茁
江苏苏卅I 痛人
北京鉴定所

图左侧为VNTR基因型类型；分型方法采用UPGMA，以聚类

相似性系数为100％进行分型

图2 109株C群脑膜炎奈瑟菌VNTR基因分型

聚类分析

采用PFGE，我国的C群流脑菌株可分为15个

PFGE基因型(AHl—15)旧1。本研究中109株C群

流脑菌株中105株c群菌株分别为PFGE 1～10，

12～15共14个PFGE基因型。PFGE基因型以

AHl型菌株为主，占89．5％(94／105)，其他13个

PFGE基因型除2型为3株菌株，各为1株菌株。

菌株在VNTR基因型与PFGE基因型间的分

布规律：PFGE基因型88株AHl型菌株主要存在

于5个VNTR基因型内，即3型(13株)、4型(29

株)、5型(35株)、10型(3株)、12型(3株)；PFGE

基因型3、4、6、7、8、13、14型分别与VNTR基因型

11、1、20、15、13、17、19型相对应；VNTR基因型12

∞型4
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型有7株菌株，分别来自安徽省(3株)、云南省(1

株)、北京市(2株)、甘肃省(1株)，PFGE分型将这7

株菌分为4个不同的PFGE基因型(1、2、9、10型)。

讨 论

vNTR广泛存在于原核生物和真核生物基因

组中，人类基因组DNA中的VNTR曾应用于指纹

图谱分析，如法医鉴定、亲子鉴定及疾病谱分析

等"’8』。对原核生物基因组中DNA研究发现，在相

同的实验室条件下，同一菌株经多代培养，其基因组

内的串联重复数稳定不变旧’10|。因此，利用VNTR

特征对菌株进行基因分型成为一种新的基因分型技

术H’9’“’12J。而PFGE分型技术是依据基因组中的

某种酶切图谱进行基因分型，具有较高的鉴别力，甚

至被认为是不同菌株间鉴别的金标准，是一种分析

暴发菌株和菌株传播的极好工具u孓161，对研究微生

物宏观进化具有一定意义。多位点序列分析

(MLST)是分析基因组中7个管家基因序列的遗传

变异规律，适合对来自不同地区的脑膜炎奈瑟菌长

期流行病学研究[17】，具有可重复性和实验室间的可

比较性。PFGE和MLST是目前基因分型方面应用

较为广泛的技术方法，其缺点是实验费用高，需要时

间长。而VNTR分型技术是依据基因组中存在着

串联重复序列的拷贝数差异进行基因分型，这种分

析方法具有快速、经济和容易进行的特点，在传染病

暴发菌株的基因分型和菌株鉴定方面具有一定的意

义№1。另外有文献报道VNTR分型与PFGE分型

结果具有较好的一致性u 8|。

我们应用VNTR技术分析我国109株来自不

同地区的C群脑膜炎奈瑟菌DNA上4个VNTR位

点DNA序列遗传变异规律，统计学方法可将这些

菌株分为22个基因型，79．8％的菌株存在4个基因

型内(3、4、5、12型)，这4个基因型的菌株为我国C

群脑膜炎奈瑟菌的主要流行株。同一地区的脑膜炎

奈瑟菌菌株具有相同的VNTR基因型，如江西省

2005年分离的菌株94．7％存在于vNTR基因型4

型内；2004—2005年安徽省分离的菌株90％属于

vNTR基因型3、5、12型；安徽省青阳县C群流脑

暴发中的7株菌株均为3型；安徽省新东方烹饪学

校16株C群流脑菌株中94％为5型，同一次C群

流脑暴发的菌株呈现VNTR型别的一致性，这种规

律为疾病暴发的流行病学调查提供了实验室方面的

依据。不同地区的菌株基因型也存在差别。我国其

他省区分离到的散发或健康人群携带C群流脑菌

株分别属于不同的VNTR基因型。北京地区脑膜

炎奈瑟菌菌株基因型具有多样性，9株C群菌株分

别属于8个VNTR基因型，这可能与该地区人员流

动有一定的关系。

实验结果中我们发现，VNTR基因型中78．9％

的菌株存在4个基因型内，PFGE基因型89．5％的

菌株基因型为AHl，其中80％AHl型菌株分布于

VNTR基因型中4个主要基因型内，同时VNTR基

因型有7个型的菌株与PFGE基因型7个基因型有

对应关系，与文献报道一致¨8。，说明这两种分型技

术在反映菌株的遗传进化关系上具有一致性。从另

一角度看，PFGE基因型AHl型88株菌分布于12

个VNTR基因型内，VNTR基因型12型内包含了

4个不同的PFGE基因型的菌株，由于这两种分型

技术是根据DNA中的不同的遗传特征进行分类，

所以，这两种分型技术结合起来分析菌株的遗传进

化关系，意义更大。

关于DNA基因组中VNTR的形成原因，目前

有两种观点，一种是DNA在复制滑移过程中由于

核苷酸错配形成的¨9|；另一种观点认为环境诱导选

择，环境压力(包括宿主的改变)使基因组DNA组

成发生了非连续的变异旧0’21。。VNTR在重复区内

的变异是DNA序列进化的因素之一心2I，Levinson

等心到的研究发现，串联重复单位的增加与删除的突

变率为1．2％，删除与增加重复序列的比率为5：1；研

究还发现，甲基化错配修复机制的作用使90％的突

变得到修复。因此，VNTR的变异在DNA序列进

化上的作用是一个复杂的问题。我们的研究中，两

个典型流脑暴发地区，安徽省肥东县分离的3株菌，

处于3个不同的基因型内(5、13、16型)；安徽省新

东方烹饪学校分离了16株菌，其中15株是VNTR

基因型5型，1株为17型，说明了菌株在遗传进化

过程中具有相对稳定性的同时，也存在一定程度的

变异。
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