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·实验室研究·

中国脑膜炎奈瑟菌中插入序列1301的分布
与分子流行病学研究

庞杏林侯配斌高源徐丽任红宇朱兵清周海健邵祝军

【摘要】 目的 研究中国脑膜炎奈瑟菌(Ⅳ，n)中插入序列Isl 301的分布与分子流行病学特征。

方法设计Isl301引物，应用PcR方法检测2007年1月至2008年lO月收集全国16个省、市、自治区

219株Ⅳ，n菌株的ISl30l。对lSl30l扩增产物进行DNA测序和序列比对，PCR扩增ISl30l阳性菌株进

行脉冲场凝胶电泳(PFGE)分析及核酸印迹杂交，研究不同№菌株中Isl301的分布特征。结果219
株Ⅳm菌株中，34株携带lsl30l(15．53％)，A、B、C群和不可分群的Ⅳm菌株Isl301阳性率分别为

11．11％、20．75％、6．17％和28．57％；lsl30l扩增产物测序结果与G即Balll(登记编号z49092．1的^『m菌

株序列相似度为94％～100％，进化树分析可分为两簇；c群Ⅳ，n菌株与其他血清群菌株ISl30l序列存

在较大差别；研究的№菌株基因组中至少存在6一17个Isl30l拷贝，相同PFGE带型№菌株所携带
的Isl30l拷贝数具有多态性特征。结论ISl30l在中国^慨菌株巾的分布具有遗传多态性。

【关键词l脑膜炎奈瑟菌；插入序列Isl30l；脉冲场凝胶电泳；核酸印迹杂交
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SoutlK柚blot

插入序列(insertion sequence，IS)在基因组中的

插入、删除、形成整合子等转座作用可对基因组产生

多种影响，包括可造成基因沉默、基因敲除、下游基
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因表达发生变化使菌株形成多样性，并有助于一部

分菌株适应环境的变化n】。插入序列ISl30l仅在脑

膜炎奈瑟菌(Ⅳe洳e砌脚ni，潮蒯缸，，v梳)中有报道，分
类为IS5家族IS427群⋯，Isl30l大小为842 bp，两

端各有19 bp的反向重复序列，内有3个碱基错配。

№具有高频重组的遗传学特征n】，Isl301的插入对
Ⅳm的基因组可产生多种影响，本研究对219株中国

不同血清群的Ⅳm进行ISl301分子分型研究，以了

解中国Ⅳm菌株中ISl30l的分布与流行病学特征。
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1．实验菌株：219株№来自2007年1月至2008
年10月我国16个省、市、自治区流行性脑脊髓膜炎

(流脑)监测网，包括患者分离株和健康人群携带

株。219株№包括A群54株，B群53株，C群8l
株，H群1株，w。，，群2株，x群4株，Y群3株和不可

分群21株。

2．主要试剂与仪器：巧克力培养基为广州迪景

公司提供，API NH生化鉴定试剂盒为法国梅里埃公

司产品，Ⅳm分群血清由美国Remel公司生产；DNA

提取试剂盒和PCR产物纯化试剂盒均由德国

Qiagen公司生产；紫外分光光度计为EppendollF

Biophotometer；Taq酶和dNTPs购自TaKaRa生物公

司，100 bp DNA梯度Marker由北京全式金生物技术

公司提供，琼脂糖为Bio．ins仉IrIlentYITO公司产品；

引物由北京赛百盛公司合成。PCR扩增仪为美国

Bio．Rad DNAEngi鹏；扩增产物测序由北京华大基

因公司完成。Nhe I酶和xba I酶为TaKaRa生物公

司产品，蛋白酶K为Merck公司产品，脉冲场电泳仪

及Gel Dos XR成像系统均为美国Bio．Rad公司产

品。Southenl blot用美国罗氏DIG DNA Labeling

柚d Detection试剂盒，采用英国Amersham

Biosciellces公司生产的Hybond—N+尼龙膜，

Southenl blot所用缓冲液、转移液和漂洗液用相关化

学试剂分析纯根据文献[3]自行配制，杂交用江苏太

仓实验仪器生产的DsHz一300型水浴恒温震荡仪。

3．试验方法：

(1)菌株提取DNA：№按常规方法分离、鉴定
和血清分群，用棉拭子收集巧克力平板上(经5％

C02，37℃培养18～24 h)的纯培养菌落，洗脱于灭菌

生理盐水中，按照QiageIl试剂盒说明书，提取Ⅳm菌

体的染色体DNA，用紫外分光光度计测定DNA浓

度大于100¨∥ml，一20。c保存。

(2)PcR扩增引物H】：上游引物序列5’一GGG

CGT GTC CCT—u汀11’G A．3’，下游引物序列5’．

GGG CGT GTC CTC AAT TTA Ac．3 7，扩增体系包

括呦酶0．3“l，dNTP 4．0¨l，lO×Bu仃er 5．0“l，上下
游引物浓度lO“mol／L各1．0¨l，模板2．0¨l，补足无

菌纯水至50¨l。反应条件为94℃5 min，94℃

1 min，56℃l min，72℃l min，30个循环，延伸

72℃5 min。取扩增产物5“l在1％琼脂糖凝胶，恒

电压5 V触n，电泳45 min。电泳完毕用成像仪读胶。

(3)脉冲场凝胶电泳(PFGE)：将ISl30l阳性

Ⅳ，n菌株均匀洗脱于200 u1 csB溶液中，菌液浓度调

为5．0麦氏单位，用蛋白酶K进行消化，低熔点琼脂

糖凝胶包埋消化过的№菌后，倒入模具制成胶块，
切取2 mm宽度的胶块加入限制性内切酶Nhe I，在

37℃水浴中酶切3 h。1％低熔点琼脂糖凝胶电泳，

电压6 V，夹角1200，脉冲时间l一25 s，电泳16 h，

沙门菌H9812作为分子质量对照。电泳完毕用成像

仪读胶，使用BioNumerics version 4．0软件，选择

Dice相关系数和uPGMA方法进行PFGE结果处理

和聚类分析。

(4)South锄blot杂交：标记探针引物H】，上游引
物5’一TTGAGC TAG GGT CAT GG．3’，下游引物

5’．AAA TCA GGG TTA GGT TTC下r-3 7。挑取一

株阳性菌株的DNA，进行PcR扩增，产物大小为

445 bp，产物经纯化后标记地高辛制备探针，一20℃

保存备用。经PFGE电泳完毕的胶块用O．2 mo儿的

Hcl脱嘌呤处理，处理后用无菌纯水漂洗数遍，再用

虹吸印迹法进行碱性转移，PFGE胶块上的DNA酶

切片段经16 h转移印迹在尼龙膜上，用预先制备的

探针进行Southem blot杂交，68℃杂交过夜后进行

免疫检测和显色反应，显色过夜后指纹图拍照保

存。使用BioNumerics version 4．0软件，选择Dice相

关系数和UPGMA方法进行结果处理和聚类分析。

4．序列分析：扩增产物测序结果采用NCBI

Bl嬲t进行同源性比较。运用DNAs诅r，MegAligll分

析软件对检出序列进行进化树分析。

5．统计学分析：采用统计软件sPss 10．0进行统

计分析，阳性率的显著性检验用)c2检验，检验水平

a=O．05。

结 果

1．ISl30l的血清群分布：219株ISl30l PCR扩

增阳性菌株为34株(15．53％)，分布于血清群A、B、

C、H、x、Y群和不能分群菌株中，ISl301阳性率分别

为A群11．1l％(6／54)、B群20．75％(11／53)、C群

6．17％(5／81)和不可分群28．57％(6／21)，这4个血清

群的Isl301阳性率差异有统计学意义(#=295．96，

P<0．001)。3株Y群№均检出ISl301，2株W。，，群
Ⅳm未检出ISl301(表1)。

2．ISl30l的地区分布：34株Isl30l PCR扩增阳

性Ⅳm菌株来自13个省、市、自治区(表2)。

3．ISl30l扩增产物测序分析：采用NCBI B1嬲t

进行同源性比较ISl30l扩增序列，分别与GeIlBaIll【

登记编号为Z49092．1的Ⅳm菌ISl30l比较，相似度

 



表1 34株ISl301 PcR阳性Ml菌株的来源、血清群及插入拷贝数
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菌株编号 血清群 分离地区 标本来源 ISl301拷贝数 菌株编号 血清群 分离地区 标本来源 ISl30l拷贝数

210714 A 辽宁 健康人群(咽拭) 13 330715 C 浙江 健康人群(咽拭) 13

210715 A 辽宁 健康人群(咽拭) 7 420802 C 湖北 患者(血液) 12

150716 A 内蒙古 健康人群(咽拭) 13 330722 C 浙江 健康人群(咽拭) lO

420716 A 湖北 健康人群(咽拭) 12 210717 C 辽宁 患者(血液) 6

3108lO A 上海 患者(咽拭) 12 360813 C 江西 健康人群(咽拭) 7

31081l A 上海 健康人群(咽拭) 12 51070l H 四川 健康人群(咽拭) 12

310803 B 上海 患者(咽拭) 7 640706 X 宁夏 健康人群(咽拭) 16

440715 B 广东 健康人群(血液) 8 420815 X 湖北 健康人群(咽拭) 12

440705 B 广东 健康人群(咽拭) lO 630804 Y 青海 健康人群(咽拭) 13

440707 B 广东 健康人群(咽拭) 13 630802 Y 青海 健康人群(咽拭) 13

420702 B 湖北 健康人群(咽拭) 13 630805 Y 青海 健康人群(咽拭) 17

420703 B 湖北 健康人群(咽拭) lO 640705 N 宁夏 健康人群(咽拭) 9

130816 B 河北 健康人群(咽拭) 8 150704 N 内蒙古健康人群(咽拭) 17

310822 B 上海 患者(血液) 12 420713 N 湖北 健康人群(咽拭) 15

330740 B 浙江 健康人群(咽拭) 7 640702 N 宁夏 健康人群(咽拭) 13

360822 B 江西 健康人群(咽拭) 8 340708 N 安徽 患者(血液) 14

360856 B 江西 健康人群(咽拭) 6 520701 N 贵州 健康人群(咽拭) 1l

注：N为不可分群

表2 34株ISl301 PCR扩增阳性^，m菌株的地区分布

注：同表1；4阳性株数／检测株数

为94％一100％。用DNAstar，MegAli印分析软件

对ISl30l序列进行进化树分析(图1)。34株№可
聚类为两簇，簇间相似度为53．7％，其中5株c群

Ⅳm中的4株菌(80％)与z49092．1聚类一簇，其余

30株Ⅳm聚类为一簇。C群№菌株的Isl30l序列
有别于其他Ⅳm血清群，4株聚类为一簇的c群№
的ISl30l 5’一3’序列中的401～404 bp处带有

“．TGTc．”4个碱基，而其他30株Ⅳm缺失此4个碱

基，同时在498～502 bp和620～624 bp处还分别缺

失4个碱基“一GACA．”和5个碱基“．TTTCC．”，除此

之外，C群的Isl30l序列还存在多处的1个碱基丢

失或者错配。

5

50 40 30 20 lO O

Nucl跗tide Su嘶nltio璐(×100)

注：字母分别代表№血清群A、B、c、H、x、Y群，N为不可分
群；横线前数字为实验序号。后为菌株编号；z49092．1为G∞B粗k登

记的肋l序列号

图l 34株Ⅳm携带Isl301序列进化树分析

4．PFGE聚类分析：ISl30l阳性Ⅳ，n菌株PFGE

聚类分析见图2。浙江、江西和湖北省的3株c群

№与1株不可分群№相似度为100％，可以认为此
4株不同地区的№为同一来源株，均携带有ISl30l
的插入。另外相同地区相同血清群的‰有来自上
海的2株A群Ⅳm相似度为lOO％，辽宁2株A群Ⅳm

相似度为100％，青海的2株Y群№相似度为
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图2 ISl30l阳性^h菌株PFGE聚类分析

100％。来自湖北的1株A群与1株不可分群Ⅳm相

似度为loo％，可以认为该不可分群№属于A群，且
两株№为同源株。
5．Southem blot杂交：34株Isl301阳性Ⅳ，n菌株

PFGE胶块上的DNA大分子酶切片段能与Isl301

特异探针进行杂交，Soutllem blot杂交指纹图谱见图

3。根据杂交结果，在№基因组中至少存在6～17
个Isl30l拷贝。34株ISl301阳性№菌株中ISl30l
拷贝数见表1。

6．PFGE与s叫tllem bIot聚类分析比较：34株 注：l、2为两株携带不同拷贝数的^概基因组；3、4为两株携带

ISl301阳性』、rm菌株PFGE与Southem blot聚类 相同拷贝数而且分布所在酶切条带也相同的|7vm基因组

分析比较见图4，结果表明具有相同的PFGE带 图3部分Isl30l阳性№菌株PFGE的

型Ⅳm所携带的Isl30l拷贝数不一定相同，但也 soum锄blot指纹图

存在两者完全相同的Ⅳm菌株，来自青海的2株 海的2株A群№中PFGE带型与ISl30l杂交带
Y群Ⅳm的PFGE带型与杂交带型完全一致，上 型也是一致的。
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注：左图为PFGE聚类分析，右图为sot蜘blot所得的Isl30l拷贝数与分布聚类分析；分子质量标准用H9812，分子质量大小单位为曲
图4 34株ISl30l阳性肋l菌株PFGE与Southem blot聚类分析比较

讨 论

研究结果显示，219株Ⅳm ISl30l总阳性率为

15．53％，其中A、B、C群和不可分群的阳性率分别为

11．1l％、20．75％、6．17％和28．57％。虽然H、X和Y群

的群内总体样本数过少，其阳性率的差异无统计学

意义，但是所检测的3株Y群菌株均为Isl30l扩增

阳性，结果与Hilse等㈨对118株Ⅳm进行Isl30l筛

查的结果相近，Hilse等发现约30％的B、C和Wm血

清群的菌株含有Isl30l，而在Y群中这一比例高达

86．7％。Hil∞等随后对496株不同血清群的分析表

明，ISl30l总阳性率为12．9％，A、B和c群阳性率为

13％．27％，在Wl，5、29E、Y群中，阳性率为46％。

89％[纠。实验仅对2株WⅢ群№进行检测，虽然结
果阴性，但并不能说明在我国wm群Ⅳm中的分布状

况，鉴于国外报道存在Wm群Ⅳm中的阳性率较高，

今后应累积我国WⅢ群^‰样本后进行的研究。^概

血清分群依据是以菌体荚膜多糖分型，结果显示，不

可分群№携带Isl301阳性率最高(28．57％)，而
IS 1 30 l的插入可以导致菌体荚膜合成和转运表达变

异，ISl30l的插入显然影响了部分№的血清分群，
导致出现不可分群的Ⅳm菌株。根据PFGE的结果

显示，来自湖北的一株不可分群Ⅳm与另一株A群

Ⅳm为同源株，更加说明ISl301的插入可以影响部

分^概的血清分群。

本研究结果显示，血清C群Ⅳm所携带的ISl30l

与其他血清群ISl301序列某些位点的碱基有较大

差别，存在与其他血清群的ISl301遗传多样性，这

是否成为c群№菌株上升为我国流脑主要的致病
菌群的原因之一还有待深入研究。以往我国健康人

群鼻咽部携带Ⅳm菌株以A、B群为主要的血清群，

C群菌株构成比例很小，目前C群流脑在我国已经

逐渐成为流行的优势菌群№】。Ⅳm是寄居于人体的

变异最大的细菌之一，是一种重要模式微生物，具有

小而多变的基因组¨J。№种内和种间的基因水平
转移是其遗传多样性的来源旧．，3。Hilse等[5 3研究发
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现。ISl301插入位点序列特征为5’-ACTAG．3’和

5’．ATTAG．3 7的序列特征，是最常见的插入位点序

列，二者合称为5’．AYlAG．3’插入特征序列。本研

究在c群№的Isl30l序列与其他血清群的ISl30l
序列发现了差异性，那么很可能也存在插入位点和

上下游遗传基因表达的差异性。我国c群Ⅳm的

ISl301插入位点特征、ISl301基因分布及其插入后

对上下游基因表达调控和影响等功能就是今后研究

的方向之一。

本文34株携带ISl30l的№基因组中，至少存
在6～17个ISl30l的拷贝，比有关文献报道数字

多。德国的Eli嬲和vogel【41用I江LP结合Southem

blot对ISl301在基因组中的拷贝数和分布情况构成

的指纹图谱对流脑ET-15克隆株进行分型，发现

ISl30l在基因组中的拷贝数为6～12。这可能与两

种方法所用的酶切条件不相同有关，酶切片段不同

所能检测的目的片段拷贝数有所不同，另外Elias和

Vogcl的研究只限于流脑ET-15克隆株，而本实验所

研究的菌株来自多个血清群，涵盖的范围较广。研

究还发现具有相同PFGE带型的№所携带的
lSl30l拷贝数不尽相同，但同时也存在两者完全相

同的№菌株。由此，对于同一地区或者不同地区
同一时期的Ⅳm流行菌株，用PFGE结合Isl301分型

更能从分子水平上说明流行菌株的同源性与遗传多

态性，有利于流脑暴发时的病原溯源研究。
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第九届全军防生物危害医学专业学术会议征文

·征稿通知·

为进一步扩大全军防生物危害医学专业学术交流，研讨该学科领域国内外最新研究进展，以推动全军防生物危害医学不

断发展，全军防生物危害医学专业委员会定于2009年8月在广西桂林召开“第九届全军防生物危害医学专业学术会议”，会议

由军事医学科学院微生物流行病研究所病原微生物生物安全国家重点实验室承办。会议届时将邀请全军知名防生物危害医

学专家作专题报告。为进一步做好会议准备，提高会议的学术交流水平，现公开征集会议论文。会议热忱欢迎防生物危害医

学专家和从事相关工作的同道踊跃投稿，积极参加交流。

1．征文内容：防生物危害医学各方面的研究成果和经验技术，主要包括防生物危害医学的最新进展和成果、部队在生物危

害医学防护方面的技术和措施，以及在生物反恐、生物安全管理等方面经验总结等。

2．征文要求：(1)未公开发表的论文或论文摘要(论文限5000字以内，摘要限400字)；(2)文稿全文采用word文本，来稿以

A4纸打印一份，请注明作者和联系地址(含所属单位、电话、Email)，来稿请注“全军防生会征文”，同时请提交电子版文档；纸质

稿件请寄：10007l北京市丰台区东大街20号五所科技处韩晓娜收，电子投稿：han)【n929@126．c咖，联系电话／传真：
010—63897954；(3)来稿请附单位论文投稿介绍信；(4)征文截止日期：2009年5月31日。
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