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·实验室研究·

恙虫病东方体山东分离株Sta56基因全序列
扩增及酶切分析

刘运喜张倩赵仲堂杨占清扬丽萍张沣河杨红袁云娥

魏华索继江邢玉斌 贾宁 高岩 曹务春

【插要】 目的 明确山东恙虫病东方体(饥)分离株sta56基因全序列与其他已知的序列之间的

遗传变异关系。方法对从山东省费县恙虫病患者、黑线姬鼠、小盾纤恙螨体内分离的3株@分离

株Sta56基因全序列进行聚合酶链反应(PCR)扩增；选取4种内切酶胁"厂I、mo I、}拓FⅢ、f缸I对

PcR扩增产物进行限制性片段长度多态性分析(RFLP)；对代表株xDM2株sta56基因全序列测序，

运用clustaI x(5，0)和PHYLIP软件对测得的序列与GenE瞻11k中已知的仍序列构建系统发育树，进

行比较分析。结果患者分离株B16、黑线姬鼠分离株Fxs2和小盾纤恙螨分商株xDMz均扩增出

接近1 6 kbp的目的条带。＆山东分离株PcR扩增产物经mnI、硪H厂I、meⅢ、n#I酶切后图

谱一致，但与国际参考株Gilli哪、Karp、Kato株的RFLP图谱均不相同；虽与日本地方株Kawasaki株

的酶切图谱有相似之处，但存在酶切位点的突变。序列同源性分析结果显示，山东地区代表株xDM2

株Sta56基因全序列与Kawa强“型相应的序列同源性最高，为97％，氨基酸序列同源性为92％。

结论经sta56基因全序列分析，Q山东分离株基因型虽与日本Kawasa“型相似，但也存在差异。

【关键饲】恙虫病东方体；基因，sta56；核苷酸限制性片段长度多态性分析；序列测定
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恙虫病是由恙虫病东方体(Or渤f缸

加fs“肛m“旃i，o￡)感染人所致的自然疫源性疾病，
其病原体是一类以恙螨为传播媒介、专性细胞内寄

生的微生物。o￡的鉴定分型过去多采用血清学方

法。近年来随着分子生物学技术的发展，主要采用

聚合酶链反应(PcR)、PcR／核苷酸限制性片段长度

多态性分析(RFLP)和目的基因序列测定来确定@

基因型别“⋯。为了从基因水平对山东地区血分

离株进行进一步鉴定和分型，阐明该地区血分离

株sta56基因全序列与其他已知的序列之间的遗传

变异关系，本文应用PCR结合RFLP及基因序列测

定等方法，对1995—2003年问从山东省费县分离到

的3株@分离株sta56基因全序列进行了分析，并

与已知序列的参考株进行了比较，结果报告如下。

材料与方法

一、材料

1．国际参考株：Gillialll、Karp、Kat0 3株国际参

考株由军事医学科学院微生物流行病研究所提供。

2．分离株：患者分离株B16、黑线姬鼠分离株

Fxs2和小盾纤恙螨分离株xDM2均来自山东省费

县方城镇。

3主要试剂与仪器：Taq聚合酶及相应的PcR

试剂为大连宝生物工程有限公司产品；RNaseA购

自美国aMReSco。蛋白酶K、溶菌酶购自上海生工

生物公司。核苷酸内切酶Hk I、Hin，I、H∞Ⅲ、

R￡I为美国Promega公司产品；100 bp DNA

Ladder Plus、1 kb DNA Ladder为MBI Fement鹄公

司产品；PcR扩增仪为ABI 2700。

二、方法：

1．PCR扩增与酶切分析：

(1)引物设计与合成：参考文献[4，5]发表的D—

Sta56基因全序列(GenBank中的序列号M33267)合

成一对引物：引物A：5’一AAAr哦TGT髓A rrG
(1、A GrG CAA TGT CrCl3’(9～38)；引物B：5’一(xA

GAA GrT心GoG瞰AOC 1Gc ACT胤一3’
(1538～1567)。产物：约1，6 kbp。

(2)DNA的提取：参考文献[6]：①取分离株传

代小鼠脾O．1～0．5 g，研磨，加1×TE缓冲液，

3000 g离心5 min，取沉淀；②加入400 pl裂解缓冲液

[10 mrno“L Tris(pH值8．O)，0．1 m01／L EDTA，

o．5％sDs]，加10 pl蛋白酶K(20 mg／t111)至终浓度

0．5 mg／tⅡ1，握匀，加2 pl溶菌酶(4 mg／m1)，50℃水

浴6 h；③加入等体积酚／氯仿／异戊醇(25：24：1)，混

匀3—5 min，5000 g离心5 min。取水相，重复③2～3

次；④取水相，加1／10体积3 mol／L NaAc，RN∞eA

(10 mg／m1)至终浓度0．25～o．3 pg／pl，37℃孵育
30 IIlin；⑤加2．5倍体积预冷的无水乙醇，置一20℃

过夜；⑥10 000 g离心15 min，沉淀用75％乙醇洗

涤2次(每次10 000 g，离心10 min)，待乙醇挥发干

净后，加20“l无菌三蒸水溶解，～20℃备用。

(3)PcR：反应总体积为100 m，其中74一无菌

三蒸水；10出10×PcR buffer；8肛I 15mmoVL

Mgcl2；2弘110 mm。UL dN”；2 p1 Taq酶(5 u／p1)；
l弘l 10 pmol，L引物A，1 p1 10 HmoVL弓I物B；2弘l

DNA模板。反应条件：94℃预变性5 min，94℃变

性1 min，56℃退火1 min．72℃延伸2 min，共35个

循环，最后72℃再延伸10 min。取PcR产物10Ⅱl

进行1．6％琼脂糖电泳，EB染色，紫外灯下见有约

1．6 kbp带者为阳性。实验同时设阳性和阴性对照。

阳性对照为Gilliam、Karp、Kat0 3株国际参考株，阴

性对照为无菌三蒸水。

(4)RFLP分析：选取4种内切酶Hf璁r I、

md I、H如Ⅲ、Rf I，取上述扩增产物10 pl与2 pl
TE 10×缓冲液、5 u限制性内切酶，置于无菌的

O．5 ml离心管，补充三蒸水至20出，混匀后37℃水

浴3 h。取PCR产物10“l进行3％琼脂糖电泳，EB

染色，紫外灯下观察拍照。

2．Of．Sta56基因全序列测定：

(1)测序策略：由于3个分离株酶切图谱一致，随

机选出1个代表株Ⅺ凇株(分离白小盾纤恙螨)进
行测序。参考已发表的文献[1]，根据KaWamki基因

序列设计3对引物(表1)，将其血一sta56基因全序列

分前、中、后三段扩增，然后加以拼接。

表l Q．Sta56基因全序列扩增产物(1．6 kbp)

测序所用引物

(2)PcR扩增与纯化：反应总体积为25“l，反应

条件：94℃5min一94℃30 s，57℃2min，70℃
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2 min一72℃10 min，扩增30个循环。取PcR产物

10“1进行1．6％琼脂糖电泳，EB染色，紫外灯下分

别见有729 b卧70l bp、599 bp带者为阳性。实验同

时设阳性和阴性对照。阳性对照为Karp株，阴性对

照为无菌三蒸水。

采用美国Milliporc公司生产的ultrdree．DA，

一步离心法从琼脂糖中回收DNA片段。具体做

法：在紫外灯下切下包含目的片段的琼脂糖胶条，故

人碎胶器中，然后盖上盖子，放人离心机，5000耳离

心15 min，将碎胶器及uhrafree．Mc取出丢弃。加

2．5倍体积的无水乙醇一20℃过夜，10 000 g离心

15 min，去上清，沉淀用70％乙醇洗2次，蒸干后，

加20“l无菌三蒸水重溶，一20℃冻存备用。

(3)序列同源性和系统发育树分析：将)①M2

株Sta56基因前、中、后三段PcR扩增产物纯化后

作为序列测定模板，分别以引物F、引物2S、引物3s

作为序列测序引物，送北京三博远志生物公司，采用

双向测序法测得碱基序列。对测得的序列进行拼

接．获得sta56基因全序列。采用BLAsT软件对测

得的)(DM2株Sta56基因全序列与GenBank中已

有的参考序列进行同源性分析，并运用clu8tal X

1．8和PHYLIP软件建立系统发育树。

结 果

一、PcR扩增与酶切分析

1．PcR扩增：Gilliam、Karp、Kato 3株血国际

参考株提取的DNA经引物A和引物B扩增后均见

有接近1．6 kbp的扩增带。山东省费县地区的3个

分离株：B一16株、FxS2株、xDM2株亦扩增出接近

1．6 kbp的条带。

2．RFLP：3株国际参考株傀一Ⅸ蛆Sta56基因
1．6 kbp扩增产物，用4种内切酶(邱mI、胁H，I、

f＆wⅢ、P缸I)切割后的片段大小与预期的酶切结果相

同。3株Q山东分离株B16、FX盟、)踟株
1．6 kbp产物经卸mI、胁n理、}缸Ⅲ、P圳l酶切后图谱

一致，但与3株国际参考株呈现出不同的RFLP图

谱，虽与日本地方株＆础i株预期的酶切图谱有
相似之处，但有很大差异。从胁nn的酶切图谱中可

见，B16、FxS2、Ⅺ)M2株存在420 bp、376 bp、250 bp

3条带，与l(aWasaki株的预期酶切图谱一致；在阿mI

的酶切图谱中，B16、臌、Ⅺ)№株有465 bp和
1030 bp 2条带，而通过v＆ter NTI软件分析，

l(aw∞她株预期应被切割为131 bp、152 bp、367 bp、

465 bp及588 bp 5条带，表明Q山东分离株S协56基

因上的2个胁nI酶切位点发生了变异；在№Ⅲ的酶
切图谱中，B16、Fx翌、Ⅺ)M2株可见274 bp和1316 bp

2条带。而I(awasaki株无强*Ⅲ酶切位点，应不存在酶

切条带；同时在P缸I酶切图谱中B16、FxS2、Ⅺ)M2株

有237 bp、279 bp和儿86 bp 3条带，l(amki株预期
酶切条带仅为237 bp、1466 bp 2条带。具体结果见图

1 A～D。

注：1，9：Marhr(100 bp)；2：未切割的PcR产物(1 6 kbp)

3：&16；4：FXS2；5：XDM2；6：Kat0；7：Karp；8：(；11li锄
圈l 4种核酸内切酶切割a—sta56基因全序列

扩增产物(1 6 kbp)3％琼脂糖电泳阿谱
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3．a．Sta56基因同源性分析：XDM2株Q．

Sta56基因全序列与Karp、Kato、KawaSaki、sxh951、

Shimokoshi、Kumki、Je—ch∞n株等参考株的同源性

比较结果见图2。可见XDM2株碱基序列与

Kawasaki型相应DNA片段的碱基序列同源性最

高，为97％，推定的氨基酸序列同源性为92％，应属

于Kawanki型。在系统发育树中，xDM2株与

Kawasaki株属同一分支。运用vecter NTI及

DNAStar软件比较分析xDM2株与Kawasaki株全

基因序列，发现xDM2株酶切位点及对应氨基酸发

生如下变异：①协口I酶切位点：第366位点由碱基
C变为T，未引起氨基酸变化，第830位点由碱基G

变为A，对应氨基酸由甘氨酸变为天冬氨酸；②R￡

I酶切位点：第515位点由碱基A变为c，对应氨基

酸由谷氨酸变为丙氨酸；③H如Ⅲ酶切位点：第1292

位点由碱基c变为G，对应氨基酸由丙氨酸变为甘

氨酸。

ShlI邶kOshl

Ka协

Kum州

BOr'Dng

№
Je．cheon

Ybnchon

Sxh951

1almng一2

TW461

XDM2

0lshl

KaⅫa“
K“a

注：G帅Bank中的序列号：K岬(M33004)，K8to(M63382)
Kawa阻ki(M63383)，Kurok(M63380)，Je—cheon(AF430143)

shhnok。shi(M63381)，YoIlc}啪(u19903)，sxh951(AF050669)
oishi(AFl73037)，Kand丑(AFl73039)．Tw461(AY222631)

Bory帆g(L04956)，TaituIlg-2(AY335819)，xDM2(DQ514320)

图2 某于@+sta56基因全序列构建血山东分离株

(xDM2株)与其他已知序列n的系统发育树

讨 论

本研究首次从山东省费县地区恙虫病患者、黑

线姬鼠、小盾纤恙螨体内分离的B．16、FxS2及

xDM2株扩增出o￡一Sta56基因全序列(1．6 kbp左

右)，并对扩增产物进行RFLP和序列分析，研究结

果不仅进一步证实山东地区恙虫病流行株为

Kawasaki型，而且为了解恙虫病东方体菌株之间的

演变关系奠定了基础。

近十几年来已研发出多种基因分型方法，主要

包括质粒分析、核酸分子杂交、RFLP、rRNA分型、

889

PcR技术及核苷酸序列分析等。PCR／RFLP技术

仅用10 pg的DNA模板就能扩增出109个拷贝的

DNAl”，并能确定不同菌株的基因型。本文应用

Pc列RFLP分析了3株血山东分离株Sta56基因

全序列，发现3株分离株酶切图谱与3株国际参考

株(Gilllam、Karp、Kato株)均不同，虽与日本地方株

Kawasaki株预期酶切图谱有相似之处，但存在酶切

位点突变。3株血分离株经协口I、H妇，I、

H一Ⅲ、n￡I酶切后图谱一致，即表明从恙虫病流

行季节患者、黑线姬鼠、小盾纤恙螨体内获得的o￡

基因型一致，因而从分子生物学水平确定三者之间

的宿主、媒介的关系。

我国恙虫病东方体的基凼型别多样，南方恙虫

病老疫源地中西血清型／基因型主要为Gilliam和

Karp型，如福建、广东地区为Karp型，浙江、广西地

区主要为Gilliam型，湖南西部为Karp、Gilliam和

TA763型。而在北方新疫源地中情况有所不同，如

江苏省北部、山东省南部o}基因型为Kawasaki

型，山西省of基因型为Y0nchon型，辽宁、吉林省

鼠中O￡分离株至少存在Gilliam和Karp型两种型

别“’2’81。但这些结论主要是基于对血．sta56或
sta58基因部分序列扩增与分型的结果，未对sta56

基因全序列进行分析。本研究在酶切分析的基础

上，进一步采用核苷酸序列分析技术，对从山东地区

分离到的xDM2株sta56基因全序列进行测定，并

与其他已知序列比较。结果显示与Kawasaki株碱

基序列同源性最高，为97％，氨基酸序列同源性为

92％，应属于Kawasaki型。从系统发育树中可见，

xDM2株与Kawasaki株属同一分支，该结果与我们

对山东地区O￡分离株Sta56基因部分序列扩增与

分型研究的结果相吻合-s一，表明该方法分型准确，具

有较好的重复性和稳定性。运用Vecter NTI软件

比较xDM2株与Kawasaki株基因全序列，发现

xDM2株部分酶切位点及对应氨基酸发生了变异，

正是这些改变造成山东地区分离株与日本

Kawamki株酶切图谱的差异。另外，部分酶切位点

的改变引起了对应氨基酸的改变，提示其蛋白功能

及生物学特性可能会发生相应改变，值得进一步扩

太样本量进行深入研究。
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广州地区大学生慢性前列腺炎患病率调查

刘步平

慢性前列牖炎(cP)严重危害中青年男性身心健康．患病

率呈上升趋势⋯，但周内迄今未见大学生cP的报道，故笔者

在2006年4月调查丁广州地区部分学校大学生CP的患

病率。

1对象与方法：随机抽取广州中医药大学、星海音乐学

院、华南师范大学、中山大学的在校男生1682人，告知调研

意义及隐私保护措施。其中】203人愿意消毒外生殖器，接

受前列腺直肠指诊，并全部取得前列腺液(EPs)镜检。采用

卫生部《中药新药治疗慢性前列腺炎的临床研究指导原则》

的诊断标准”‘，按专业、年龄、居住区、生源地、经济状况、与

同学关系、学业成绩分组，比较患病率的组间差异。数据录

人计算机，用SPSs 10．o软件进行，检验。

2．结果：广州地区大学生的CP患病率为46．63％，且患

病率与学生的经济状况、学业成绩呈负相关．不同专业、年

龄、同学关系融洽度男生cP患病率的差异无统计学意义

(P>0．05)，小同居住区、生源地、经济状况、学业成绩男生

CP患病率的差异有统计学意义(P<0．01)。见表1。

3．讨论：心理异常、吸烟、喝酒、久坐、骑跨位、不当性行为

和长期性压抑等，均可增加cP患病率”1。广州大学生一方面

关注家庭经济状况和学业成绩。家境贫寒和学业成绩差者承

受更大压力，更易出现心理异常“-；另一方面对性问题敏感，

频繁接受性刺激后，通过手淫不足以释放性压力，容易出现性

压抑和错误性行为．有多个性伴侣、不洁性交、肛交者分别占

6．01％、7 20％和2．10％；同时68．27％的调查对象经常或总是

骑自行车，身处气候潮湿的南方地区容易发生感染，故本研究

的(甲患病率高于文献报道的2．5％～40 0％”o，且患病率与

所学专业无关，接受性刺激多的市区大学生的cP患病率明显

高于县城和乡镇大学生．南方学生明显高于北方学生。大学

生间无根本性的利益冲突，关系不会太僵化，且年龄集中在

16～24岁，故本研究显示广州地区大学生的cP患病率与同学

关系融袷度及年龄无明显相关性。

作者单位：510006广州中医药大学校长办公室

·疾病控制·

裹1 广州地区部分在校大学生接不同个人基本情况

分组的cP患病率比较

医学 889 420 47 24

非医学 314 141 44 90

年龄(岁) 0 906 0 636

16～ 154 68 44 16

19～ 66l 316 47 81

22～ 388 177 45 62

居住区 24 148 0．0004

南方 975 488 50 05

北方 228 73 32．02

生源地 12 858 0．0024

啊区 437 226 51．72

县城 344 134 38 95

当镇 422 20l 47．63

经济状况 52 258 0 0004

较差 422 249 59．00

一般 407 187 45．95

较好 374 125 ∞．42

与同学关系 5 754 0，056

较差 298 145 48 66

一般 592 256 43 24

较好 313 160 51 12

学业成绩 54 498 0．0004

较差 549 298 54 28

一般 416 204 49 04

较好 238 59 24 79

合计 1203 561 46 63

注：4P<0 0l
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