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由于许多致病性细菌在遗传学上非常相似，使得细菌问

的鉴别非常困难。近年来，随着越来越多的细菌全基因组序

列分析和测定，DNA串联重复序列逐渐吸引了人们关注的

目光。

1．简介：DNA串联重复序列广泛存在于原核、真核生物

基因组中，一般位于基因侧翼或内含子等非编码区以及染色

体端粒区。根据串联重复序列核心序列碱基数目的大小，可

分为三类：卫星、小卫星和微卫星。卫星通常为巨碱基

DNA，与异染色质有关，起结构性调节作用；小卫星DNA

(minisatellite)的核心序列碱基数目各文献报道大小不一，通

常介于6～100 bp，而微卫星DNA(microsatellite，Ms)，又称短

串联重复序列(short tandem repeat，STR)，其核心序列通常

为1～5 bp。多态性的小卫星序列又被称为数目可变串联重

复序列(va“able—number tandem repeats，VNTRs)，每个

VNTR位点由中问的核心区和外围的侧翼区组成，核心区为

重复的串联重复序列首尾紧密相连，不同种属生物个体间，

表现为侧翼区相似而串联重复单位的拷贝数不同，每个位点

可作为生物个体的DNA指纹参数，多位点串联重复序列组

合进行个体鉴别的方法，称为多位点串联重复序列分析

(multilocus va“able-number tandem—repeat analysis，MLVA)，

主要应用于遗传性连锁分析、法医学亲子鉴定、细菌基因分

型、菌株亲缘进化关系等研究领域。MLVA作为一种有效的

细菌基因分型方法，能够精确确定菌株问的亲缘进化关系，

已经广泛应用于沙门菌n’“、金黄色葡萄球菌¨]、鼠疫伤寒杆

菌¨]、结核分枝杆菌口]、土热病杆菌哺]、嗜肺性军团杆菌n]、

大肠埃希菌0157：H7旧o、包柔氏螺旋体属旧1、布鲁氏杆菌等。
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MLVA的原理是利用与VNTR位点侧翼区互补的寡核苷酸

引物对相应DNA进行PCR扩增，由扩增条带分子量来推测

重复单位的拷贝数。由于该操作简单快速，少量DNA即可

满足需要，实验结果数据化，不同实验室间具有可比性等，逐

渐成为一种新型的细菌基因分型方法。

目前对小卫星产生不稳定性的机制了解甚少，主要认为

是由DNA分子内的滑链错配机制、基因重组、姐妹染色体不

平等交换或基因转换等原因造成的，位点的多态性同时依赖

于DNA错配修复系统的准确性¨“”j。在真核细胞中存在两

个导致不稳定性的机制：在减数分裂期，小卫星附近的同源

染色体重组；在有丝分裂期，减少冈崎片段成熟。

小卫星多态性表现为：同一位点在生物体不同种属间、

同一种属的正常与异常组织间、不同染色体问以及同一染色

体的编码区和非编码区间，重复单位的拷贝数不同。根据位

点的多态性和侧翼区的一致率将多态性指数分为高、中、低

三种，高多态性指数≥0．6，中多态性指数介于0．6～O．4，低

多态性指数<0．4；MLVA一般选择高、中度多态性位点进行

分析。小卫星的突变率与长度无关，短重复片段经过数百万

年进化仍可以很稳定，而长片段的突变率可高达15％，突变

位置不是随机分布的，通过3个VNTR位点的MVR—PCR分

析发现存在特殊的极性现象，突变往往发生在位点的一

端。1“，这种明显的两端突变热点也在种系突变系谱分析中

发现。

小：卫星的功能目前尚不甚明了，但已发现小卫星是基因

重排和变异的来源，参与遗传物质结构的改变、基因调控及

细胞分化等过程，影响编码蛋白的氨基酸序列。不同的

VNTR位点对生物体的影响不同，有些VNTR位点变异不

引起生物表型效应，而有些往往却是细菌逃逸机体免疫系统

监视、优势进化、高适应性、高多样性的功能区域¨4‘1“，可引

起有机体的遗传学相位转换，如流感嗜血杆菌、脑膜炎奈瑟

菌、猪鼻支原体。在这些病原菌中，位于启动子一35区和一l()区

之问的串联重复序列，将影响到下游基因的转录，影响作用

大小取决于重复序列拷贝数¨⋯。

2．与各种分子生物学技术对比MLVA技术的优缺点：

近些年来，各种分子生物学技术飞速发展，如多位点序列分

型(MLST)、扩增片段长度多态性分析(AFLP)、限制性内切

酶片段长度多态性分析(RFLP)等，但均存在诸多缺点：需高

质量DNA，分辨率低、重复性差，成本较高，实验室间不易比

对等。然而目前正逐渐发展起来的脉冲场凝胶电泳(PFGE)
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方法，虽然具有稳定性好，实验室间可比性强，分辨率高等特

点，仍然存在诸如成本较高、操作烦琐、需求菌量大、需要专

门的仪器和技术人员操作等缺点。与以上各种分子生物学

技术相比，MLVA技术具有较多优点和可行性，从而在分子

生物学领域获得了广泛的应用。

(1)串联重复序列的分析来源丰富化：目前许多生物基

因组已经测序公布，例如NcBI核酸数据库和陆续构建的随

机DNA基因组文库，可作为串联重复序列分析的主要来源。

(2)串联重复序列分析软件的发展和数据库的建立：许

多TRs软件如：REPuter，TRF(tandem repeat Finder)，mreps，

ATRHunter，R印eat masker，DNA works等，为设计出保守性

强、多态性好的位点创造了便利条件；一些TRDB网站数据

库女Ⅱ：http：／／minisatellites．u—psud．fr／L171；http：／／iech5．igrnors．

u—psud．fr／GPMS／；http：／／tandem．bu．edu／cgi—bin／trdb／trdb．

exe；http：／／vntr．csie．ntu．edu．tw／等，方便了大家的查看。其

中实用性好的MLVA基因分型网站http：／／minisatellites．u—

psud．fr／，包括了人类、秀丽隐杆线虫、拟南芥和一些原核生

物的串联重复序列信息，利用侧翼区一致率、侧翼区所占比

例等参数可进行菌株间vNTR位点及侧翼区对比；输入已

设计好的PCR引物序列进行比对，可得出该位点与细菌的

匹配程度及相应PCR产物的大小；还可进行相应细菌的基

因分型。

(3)VNTR位点数目多，保守性好，多态性高，MLvA技

术操作简单：6个碱基及其以上长度的串联重复序列约占大

肠埃希菌基因组总长度(109 kb)的2．4％_1“。vNTR位点保

守，不随时问、地域的变化而变化，不失作为菌株遗传变异的

特征性标记。实验中只需少量DNA，即使分解的DNA也可

满足实验的需求，并且MLVA技术重复性好，操作简单。随

着技术的改进，许多实验室采用多重荧光染料标记引物，有

些实验室还采用毛细管序列分析仪、集成电路系统、精确的

质谱分析仪等，整个过程仪器自动化操作，从PCR产物大小

推断到DNA碱基序列分析，呈高流通量，方便快捷高效，是

其他基因分型方法所不及的。

虽然MLVA技术已经成为一种新型的细菌基因分型方

法，但仍不免存在一些不足之处需要改善。

(1)较难设计出特异性较好的引物：同一种细菌已公布

的参考菌株基因组序列太少，而不同种属菌株的侧翼区多态

性较高，或不同种属间重复序列单元中分散有插入序列或者

其他转座子，从而较难设计出与侧翼区相匹配的特异性较好

的引物¨⋯。

(2)对实验结果的解释要慎重：VNTRs突变率被认为是

由侧翼区变异、拷贝数变异、碱基序列纯度变异、错配修复系

统准确性等综合作用决定的怛⋯。其中拷贝数的变异是主要

原因，但须注意分子量相同的PcR产物，却可能是同源异型

(重复序列相同，但PcR产物长度不同)或者异源同型(重复

序列不同，但PCR产物长度相同)。同时，由于受一些因素

的影响某些等位基因无法被扩增出，如发生在引物3’端配对

碱基的突变。2“，侧翼区的低保守性，或缺少相应的vNTR位

点等心2，2⋯。vNTRs变异往往是微生物产生选择效应的元

件，尤其是处于编码区或启动子区域的重复序列，相同菌株

如果分离于不同的疫水或者受患者免疫系统攻击等会出现

VNTRs的变异，因此对于实验结果的解释要慎重，建议结合

流行病学资料，以免发生偏倚。此外，不同串联重复序列分

析软件、不同选择位点参数、不同分析方法，均可能导致不同

的分析结果，因此最好应根据资料的特点，采用公认的软件

和方法。

3．VNTR位点的选择：选择合适的VNTR位点作为基

因分型的标记物，是决定该基因分型方法分辨率高低的关键

影响因素。位点使用之前要经过长时间的菌株连续传代和

多次分型验证，以保证位点的稳定性和可重复性，并且要注

意与其他的分型技术进行比较，从而得知已选择位点分辨率

的高低。1⋯。

2005年Majed等心2。以问号钩端螺旋体赖株基因组作为

参考，选用重复序列单位长度、拷贝数、碱基序列一致率等参

数，筛选出44个VNTR位点，然后用种属明确的问号钩端螺

旋体菌株来检验44个VNTR位点的多态性，删除PCR条带

微弱或者没有产物的位点，最后选定7个保守性较好、多态

性较高的位点(VNTR4、vNTR7、vNTR9、vNTRl0、

VNTRll、VNTRl9、VNTR23)进行实验，研究发现，双曲基

因种和迈义尔基因种7个VNTR位点PcR结果阴性，可能

由于侧翼区和其他基因种不同等原因造成的，利用相同的引

物不能扩增出相应的产物。MLVA方法可区分51株中的

43株问号钩端螺旋体菌株，诸位点多态性较高，虽然和

PFGE相似，同样不能区分黄疸出血型和哥本哈根血清型，但

不同的是，PFGE用N。t I限制性内切酶不能区分的澳洲群

中的血清型：慕尼黑型、捷那型、布拉迪斯拉发型，仅仅只用

VNTRl9或VNTR23即可分辨，澳洲群中澳洲型和布拉迪

斯拉发型不能被MLVA方法区分，却能被PFGE区分。总

之，以VNTR多态性为主的分析方法重复性好，分辨率较

高，高效、快速，不失是一种较好的分子分型技术，尤其适用

于仪器简陋的发展中国家。

2005年Slack等。23。以问号钩端螺旋体哥本哈根型Fi

L1—130菌株基因组为参考，用重复序列单位长度、拷贝数、碱

基序列一致率等参数，筛选出53个vNTR位点，然后用39

株标准钩端螺旋体菌株选出多态性较好的25个位点，再用

98株问号钩端螺旋体澳洲型标本鉴定是否具有型间的高多

态性，对于PcR产物结果阴性的菌株重复3次，以排除假阴

性，最后确定6个多态性较好的位点(V8、V27、V29、v30、

V36、V50)，多态性指数介于0．80～0．93之问，98株澳洲型菌

株被聚为3大类，其中2类存在明显的地域聚集性，主要是

集中在Tully和Innisfail地区，而第3类菌株具有地区多样

性。已经选定的6个多态性较好的位点，将成为钩端螺旋体

分子流行病学的有利工具。

4．钩端螺旋体MLVA目前的发展概况：钩端螺旋体病
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是由问号钩端螺旋体引起的一种人兽共患自然疫源性疾病，

在世界范围内均有流行，尤其流行于热带地区。我国受钩端

螺旋体病危害严熏，自1955年该病被列入法定报告传染病

以来，发生过几十次大规模钩端螺旋体病流行。近年来随着

洪涝灾害的增多，福建、湖南、江西、浙江、四川、安徽等省夏

秋季节依然存在不同程度的钩端螺旋体病散发或局部地区

的暴发。钩端螺旋体菌群菌型复杂、分布广泛，我国现已发

现问号钩端螺旋体有18个血清群75个血清型。因此，分子

流行病学调查对确定暴发或流行、追溯传染源和传播媒介以

及控制该病的流行尤为重要。

目前对重复序列片段的具体功能了解甚少，相应的

VNTR位点散布在基因组中，表明频繁发生基因重组或者作

为可移动因子。对重复序列结构、功能的研究，有助于加深

对钩端螺旋体重复序列功能的认识。

2006年S1ack等心4o重新设计引物，采用多重荧光标记的

毛细管电泳，选取96株问号钩端螺旋体澳洲型标本，其中包

括57株病例分离标本和39株动物标本，MLVA研究发现：

多态性指数介于0．563～0．794之间，聚类分析可分为50个

MvT型和A～G七个组别，其中B组是最大的致病组，

Innisfail地区以MVTl为主，Tully地区以MV他8为主，可

以明确展现不同地区的优势菌株，相同血清型具有明显的地

理聚集性。slack等同时采用荧光标记扩增片段长度多态性

(FAFLP)方法，对已经MLvA分型的30个澳洲群菌株进行

研究发现，虽两种方法结果一致性较好并具有可比性，但尚

需较多数量的不同血清群菌株来进一步鉴别两种方法的分

辨率高低，而MI。VA比FAFLP更能展示一些独特的分型模

式，虽然两者在技术和仪器要求上一样，但是MLVA实验结

果分析简单，在没有培养环境的条件下，直接利用PCR阳性

的DNA即可开展，这是FAFLP所不及的。

虽然目前流行菌株主要是以钩端螺旋体问号基因种的

黄疸出血群为主，但是近年来波尔波特生基因型和柯尔施纳

基因种也被发现与人类和动物的感染密切相关。2006年

salann等【25。为更好的区分不同基因种间的钩端螺旋体，以问

号基因型钩端螺旋体赖型56601、哥本哈根型Fi L1—130和波

尔波特生基因型钩端螺旋体哈焦型L550基因组为参考，重

新设计引物，选取99株钩端螺旋体参考菌株，其中包括34

株不同地区人类和动物分离标本，研究发现，VNTR4、

vNTR7和VNTRl0可以成功扩增并区分92％问号基因型

钩端螺旋体和90％柯尔施纳基因型钩端螺旋体，说明问号基

因型和柯尔施纳基因型亲缘关系较近，该亲缘关系也被

DNA—DNA杂交分析、MLsT和16s RNA基因序列分析证明

过。对于VNTR7扩增阴性而vNTR4、VNTRlO成功扩增

的23株波尔波特生基因型钩端螺旋体，由于两位点多态性

低仍不能将该基因型分开，于是重新筛选专门位点设计引

物，研究发现vNTR—Lb4和vNTR—I止5可以区分60％的波

尔波特生基因型钩端螺旋体。为验证该方法是否是一种较

好的流行病学调查1：具，salann等对南太平洋上的钩端螺旋
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体多发区新喀里多尼亚群岛进行溯源性调查，选取156株

1989—2001年间部分人类和动物标本，MLVA研究发现，黄

疸出血群是主要的致病血清群，鼠类是主要的宿主；从临床

分离菌株发现，拜伦血清群和巴拿马血清群也是常见的致病

性血清群，与啮齿类动物接触以及牛、猪饲养活动等均为感

染钩端螺旋体的危险性因素，该方法较好的应用于钩端螺旋

体高发区的大规模流行病学调查。总而言之，钩端螺旋体进

化缓慢，VNTR位点稳定保守，不随时间、地域的变化而变

化，不失作为菌株遗传变异特征性标记；实验中少量DNA既

可满足要求，因此MLvA在基因分型、传染病暴发或流行的

溯源方面具有重要意义。

土拉热杆菌、鼠疫杆菌文献报道串联重复序列位点的拷

贝数越多，该位点的多态性越高【6’2“，但是Slack在钩端螺旋

体的研究中尚未发现，可能与该实验所选位点的拷贝数较接

近有关，除V27位点为138 bp，其他均介于36～47 bp。在基

因谱较远的BCG亚组菌株的12个MIRu(mycobacterial

interspersed repetitive unit)位点研究中发现拉“，在无菌水环

境中培养了30年以上、经历了几百次进化过程以后，其中11

个位点多态性仍然可以保持不变，仅有位点4的多态性在一

些菌株中发生变化，提示在体内环境MIRUs位点所在区域

有很好的时间稳定性。

5．MLVA在钩端螺旋体基因分型和流行病学研究中的

应用：MLVA在疾病预防控制的流行病学暴发调查、种系进

化分析中起到极其重要的作用。例如，它可以用于调查鉴别

医院内或医院外金黄色葡萄球菌或绿脓杆菌感染；可用于大

规模的调查，追溯新发、高致病性或耐药性的结核菌；可用于

生物恐怖、生物武器等相关调查，例如对美国的9·11事件、日

本1993年奥姆真理教炭疽事件中炭疽芽孢杆菌病原体的来

源作了很好的解释旧8。”J。

钩端螺旋体血清型分布随地区和宿主种类不同而不同，

一般认为血清型与宿主动物相关心⋯，如犬型与犬，波摩那型

与牛和猪，拜伦型与鼠类，黄疸出血型与野鼠相关。采用

MLvA技术对菌株基因分型分析便于寻找地理分布的优势

菌株，根据菌株和宿主之间的特异性，可以为追踪传染源提

供直接的依据，能够更好的监测控制宿主，并且通过比较成

簇与非成簇菌株来区分是散发还是暴发或流行，从而能够更

好地控制钩端螺旋体病。

该慕闲分型方法，可以较好地分析菌株间的亲缘进化关

系和功能基因的改变。有研究表明，串联重复序列有利于微

生物更好的适应周围的环境，因此利用该方法可以较好地了

解宿主与环境的变化，如何影响细菌基因组进化及致病性的

改变等，从而采取相应地干预措施以控制传染病的流行。

由于不同地区、不同年代钩端螺旋体地方优势菌群不

同，而该菌的全菌群灭活疫苗交叉免疫效果较差，给疫苗的

制造带来许多不便，如果能够充分利用MLVA分型技术，及

时发现、追踪不同地区的钩端螺旋体流行菌株，提取相关抗

原，组成有效的多价疫苗，既能节约成本避免盲目做大量多
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价疫苗造成不必要的浪费，又能够更好的保护易感人群。

6．展望：鉴于MLvA操作简便，可靠性高，鉴别能力强，

所需仪器设备简单，实验结果便于实验室间比对等优点，相

信随着人们对小卫星标记技术的改进(如多重荧光标记引

物)、更多细菌基因组测序的竣工、PcR产物检测自动化、片

段序列分析软件和统计分析软件的日趋完善，该分型方法为

细菌的分子流行病学研究、建立全球数字化数据库开辟了新

的途径，它将成为细菌基因分型、基因组进化、流行病学调查

研究领域里强有力的工具。
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