
生堡煎鱼瘟堂盘查!Q!!堡!旦箜垫查筮!塑g妊望!垦￡ii!西!!：△嫂!坠!!塑!兰!!：!!：盟!：§

A组链球菌基因分型方法最新进展及应用

郑明寰 张建中

【关键词】A组链球菌；酿脓链球菌；基因分型

A review Oil the advancement and application of group A

Streptococcus genotyping 2rHENG Ming-huan．ZHANG Jian—

zhong．Department of Diagnosis，National Institute for

Communicable Disease Control and Prevention，Chinese Center

如r Disease Control and Prevention，Beijing 102206，China

【Key words] Group A Streptococcus；Streptococcus pyogenes；

Genotyping

A组链球菌(group A Streptococcus，GAS)或酿脓链球菌

(Streptococcus pyogenes)能引起多种疾病，包括猩红热、毒素

休克样综合征、风湿热、咽炎及急性肾小球肾炎等。随着抗

生素的广泛使用，在发达国家和地区GAS引起的重症感染

其发病率曾明显下降，彳日20世纪80年代中后期，欧美各国

也包括发展巾国家相继报道风湿热的局部暴发以及侵袭性

感染的发病率显著上升，使得GAS感染再次受到高度重

视¨J。在我国，猩红热、急性风湿热以及急性肾小球肾炎等

GAS疾病的流行及暴发仍不容忽视，近年来每年均有猩红热

和急性肾小球肾炎暴发的报道【2。7】。而且我国依然是受风湿

热危害严重的国家之一，根据1992—1995年全国调查显示。

其发病率为20．05／10万，是美国的40倍旧1，因此GAS疾病

对我国公共卫生所造成的危害较为严重。

血清M蛋白分型、T蛋白分型及混浊因子(opadty

factor，OF)蛋白分型作为GAS传统的分型方法，曾经在GAS

疾病的流行病学研究以及对疾病的防治与控制发挥了霞要

作用。但分型血清不易获得，血清分型方法具有操作繁琐、

血清效价容易降低、分辨率低等缺点，再加E GAS疾病新的

流行趋势迫使研究者们使用分子生物学的方法开展GAS的

流行病学研究⋯。

基因分型近年来发展并趋于成熟，具有快速、简便、分辨

率高等特点，已成功应用于GAS分型，其中较为常用的有M

蛋白基因(踟优)序列分型、血清混浊因子(serum opacity

factor，sod基因序列分型、脉冲场凝胶电泳(PFGE)及多位点

序列分型(multi locus sequence typing，MLST)等，且在疫情处

理中发挥重要作用。fB此类分型方法在我国尚未普遍采用，

针对当前的疾病控制需求，本文就GAS常用的几种分型方

法进行简要综述。

1．绷m分型：册研分型方法是目前最常规的GAS分型

方法，其标准化方法可从美国疾病预防控制中心(CDc)相关

制所
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网站下载(http：／／www．cdc．gov／ncidod／biotech／strep／protocol—

emm—type．htm)。e'ptm基因编码M蛋白，其5端为町变区，3

端为保守区。目前GAS的M血清型有95种之多，而这种高

多样性正是由删所基因5端的可变区序列所造成。因此，

d翻rr／m分型的原理是使用通用引物，通过PCR扩增及测序获

得倒所基因的5端可变区序列，将序歹!l上传至相关数据库

(http：／／www．ode．gov／ncidod／bioteeh／infotech—hp．html)，进

行跏优基因序列的比较分析，确定emm型及亚型。目前

e／9_￡m分型数据库里已有124个emm型及704个emm亚

型，另外还包括42个序列型(sequence type，st)及236个st亚

型，st型指的是鉴定出的尚未经过参比实验窜验证的新

emm基因型。各国GAS分子流行病学研究结果表明，世界

范围内流行的大部分GAS菌株的emm基因型已鉴定完毕，

主要分布在跏掰1～P优优124型之间[91，GAS在不同国家的

分布情况不尽相同，存在一定的地理性差异¨0。1引。

由于emm型与M型之间的高度一致性以及高分辨

率n4J副，跏优分型已替代M分型成为GAS分型的金标准方

法⋯，应用于许多国家或地区的链球菌疾病监测。欧洲链球

菌监测项目(Strep．EURO)的结果表明，欧洲的侵袭性链球菌

中，emml、emml2、emm3和emm4等四型占所有菌株的

50％D63，在美国绷辨1、emm28、emml2、emm3和跏m11占

所有侵袭性链球菌的49．6％【l“，而在中国唧优1和嘲仇12

占侵袭性链球菌和非侵袭性链球菌的60．0％和51．3％”⋯。

通过e?nm分型。可以掌提国家或地区GAS疾病的流行病学

资料。了解GAS流行趋势或找出新的流行株，有利于调整链

球菌疾病预防策略，也有助于GAS疫苗的研究和开发。

肋z优型在局部地区能代表菌株的克隆型(群)tlTj，但是分离

自不同地区、国家或年代的同一emm型菌株问可能存在基

因背景的差异‘18,191，因此应采用多种分型方法结合应用于

GAS的流行病学研究。

2．∥分型：与6mv／m分型类似，s01分型其原型是血清
OF分型。约有50％的GAS表达SOF蛋白，该蛋白可以介

导高街度脂蛋白的凝集，从而使马血清变得不透明，称为OF

反应，据此GAS分为两大类，即OF阳性和阴性菌株啪1。

SOF蛋白具有M型特异性，OF阳性菌株其相应的抗血清只

能阻止同一M血清型菌株的OF反应【2“。因此，血清OF型

与另一种血清分型方法(T分型)共同作为M分型的基础，

这两种方法均只有20多种血清型，可以初步判断M型，从

而简化M分型的操作步骤。

随后的研究表明，SOF蛋白的氨基端80％的序列属于

高变区，而5端的189--258个密码子序列可以准确预测菌株

 



的OF血清型，所以艘厂基冈分型的方法是用一对通用引物

扩增夥厂基因的5端区域，由于基因的高度变异性，不同菌株

PCR产物大小不一致。在580～750 bp之间，然后用测序引物

进行单向测序获得序列，通过NCBI的Blast进行序列分析，

确定菌株的5D，’分型m】。分子流行病学研究发现，编码M

蛋白的P优m基因和sof基因可以在不同菌株间转移，但是

OF阳性和阴性菌株间似乎很难发生这种水平转移，根据

g'mm基因序列绘出的进化树显示GAS分成两大类，既OF

阳性和阴性菌株∽J。说明e／／,／m基因与sol基因之间存在某种

内在的联系。

如厂基因分犁的分辨率略高于OF血清型，通过该分型

不仅可以判断菌株的OF阳性或阴性，而且还能进一步了解

菌株的基因背景。根据文献报道，具有相同el一'／m型和船厂型

的GAS菌株其PFGE图谱很相近，而e'／nm型相同但印厂型

不一致的菌株其PFGE图谱则完全不同，说明一'rtm型和sof

型分别代表不同的GAS菌株基因背景啦⋯，因此在流行病学

研究中，sof基因分型可作为e—ff／m分型一个很好的补充。

3．PFGE：PFGE是目前菌株分型中比较常用的一种方

法。PFGE具有其他分型方法无法具有的独特优势，它可分

离数kb到卜千kb的DNA片段，从而在染色体水平上研究

细菌的基因背景。PFGE可以确定细菌的克降型旧⋯，而且操

作时间较短，一次试验需要2—3 d的时间，能帮助迅速确定

暴发菌株和传染源，在疫情的预警、预测及应对中发挥至关

重要的作用¨“。

目前很多菌种都已建市相关的PFGE分型方法，而且部

分食源性疾病相关菌种的标准化程序可直接从PulseNet网

站下载(http：／／www．cdc．gov／pulsenet)。酿脓链球菌的

PFGE分型可按照PulseNet发布的单核细胞增生李斯特菌

的操作程序ⅢJ，内切酶使用SmaI，但文献报道部分GAS对

SmaI不敏感，对这部分菌株需要使用内切酶SgrAI¨“，也有

文献使用内切酶Cfr9I，町以把分辨力提高至100％旧“。

PFGE与跏优型间存在高度相关性，以及PFGE的分辨

率要大于跏m分型【1引，因此PFGE作为亚型分型方法，“泛

应用于GAS流行病学研究中。Malhotra—Kumar等旺"对152

株氟喹诺酮耐药菌株进行e，7／m分型和PFGE分析，共分出9

种删优型和15种PFGE型，通过PFGE图谱分析，确定5

个克隆群，其中分别属于emm6型和emm75型的两个克隆

群是在当地流行的主要耐药菌株。Kao等拉71应用跏优分型

和PFGE法对台湾中部分离到的21株侵袭性链球菌和49

株非侵袭性链球菌进行分析，共鉴定出19种emm型和51

种PFGE型，但在两种菌间PFGE型的构成没有显著差异。

另外PFGE的高分辨率和快速的特点，使其在链球菌暴发疫

情的研究中发挥重要作用。Phillips等Ⅲ1对一起脓皮病暴发

疫情进行流行病学研究时，从7例患者中均分离出M59型

菌株，其PFGE图谱完全一致，但暴发菌株的PFGE图谱则

不同于M59型标准菌株及散发菌株的图谱。

虽然PFGE在分辨率、操作时间和成本上与基于测序的
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e／'nm分型方法相比更具有优势，但无法替代e'lT／m分型方

法，因为只有绷m分型才能反映M血清型特异性，在与

GAS疾病的关联上e-lnm分型方法所提供的信息要比PFGE

丰富。

4．MU汀：多位点序列分型不仅可以应用于分子流行病

学研究，还可以用来研究微生物的遗传种群结构¨”。GAS

的MLST方法是分别通过扩增GAS的7个管家基因的内部

片段并测序，通过序列比对和不同等位基因的排列组合来确

定序列型(ST)。研究表明MLST的分辨率高于肋lm型，而

且两种分型方法问存在稳定的相关关系，Enright等¨71对代

表78种eTnm型的212株GAS进行MU汀分析，共分出100

个ST型，而且同一emm型中，大部分菌株具有5个或以上

相同的等位基因，说明具有相近的基因背景。Carrico等幢纠

对不同的GAs分型方法进行了比较，发现MK汀与PFGE

间存在高度相关性，而且均能很好的预测J鲋F／m型，同一ST

型或PFGE型的菌株具有相同跏m型的可能性为95％，但

与此相反。e'／nm型对菌株的MLST和PFGE型的预测能力

则大大减弱，特别是对MI研的预测能力仅为66％，表明
MLST和PFGE对菌株克隆的定义要比emm分型更为准

确，充分最示这两种方法在GAS流行病学研究中的重要性。

MLST的分型原理决定了它所反映的基因信息要比

PFGE更为保守和准确，更具有可比性，目前GAS的MLST

数据库包含约1000个不同来源菌株及其背景资料，而且

GAS的MIST标准化方法和数据库均可通过网络共享

(http：／／spyogenes．mist．net／misc／info．asp)。但是MLST需要

对7个管家基因的内部片段进行测序，因此它的实验成本显

著高于PFGE等其他分型方法，而且较为耗时，所以在流行

病学研究中。可从每个PFGE型中选出部分菌株进行MLST

分型‘2“。

综卜所述，目前国际上比较常用的GAS基因分型方法

已有很多种，已完全替代传统而繁琐的GAS血清学分型方

法，成为当前GAS流行病学研究中主要的研究工具。但是

我国对GAS的流行病学研究工作目前开展的并不是很多，

尚缺乏对GAS流行的系统r解，尚不具备预测GAS疾病在

我国流行趋势的能力。但相信通过结合应用上述不同的基

因分型方法，开展GAS分子流行病学研究，会对我国GAS疾

病的预防控制工作具有不可忽视的促进作用。
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北京热带医学研究所将举办“食源性寄生虫病

及其诊断技术与治疗"学习班的通知

·消，

为促进食源性寄生虫病诊断技术与治疗的学术交流，北京热带医学研究所将于2008年10月17—19日在北京市京东宾

馆举办国家级继续医学教育项目——“食源性寄生虫病及其诊断技术与治疗”学习班。本学习班将邀请国内相关知名专家作

有关食源性寄生虫病专题报告，介绍食源性寄生虫病基础与临床研究进展、相关新理论和先进的诊疗技术，并探讨交流各种

常见食源性寄生虫病的诊断技术和治疗经验。学习班期满将授予国家继续教育I类学分6分。本次学习班将为各位专家、学

者提供一个良好的交流机会。诚挚地欢迎您的到来!
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