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多位点序列分型和脉冲场凝胶电泳
在肠炎沙门菌分子分型的比较
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·实验研究·
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【摘要】 目的 比较多位点序列分型技术和脉冲场凝胶电泳(PFGE)技术在肠炎沙门菌菌株间

分型的分辨率。方法分别建立肠炎沙门菌的6个管家基因旃rA、础rE、s“cA、口r0C、矗emD、dnnN

和一个特异性的DNA标记影厂I的多位点序列分型技术，及以寡切点的x沈I、S∞I作为限制性内

切酶的PFGE方法，并应用上述方法对食品中的分离株进行分型，比较两种方法的分辨率。结果

PFGE可以将50株肠炎沙门菌分为11个型，并且通过双酶系统的双重PFGE分型，还可以将PFGE

型别再精细划分为亚型；MLsT则揭示了在同一血清型内部，各菌株之间的管家基因碱基序列高度保

守，而在沙门菌不同血清型的核苷酸序列之间，则分别存在不同数量的碱基差异。即Mu汀方法只

能用于血清型之间，不能在血清型内部进行分型研究。结论与MLST比较，PFGE方法在肠炎沙门

菌的分型方面显示了比较高的分辨率。

【关键词】肠炎沙门菌；多位点序列分型；脉冲场凝胶电泳；分辨率
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【Abstr扯t】 objective To compare the discriminatory abmty betweeIl multiIocus sequence typing

syst锄(MLST)and pulSed—field gd electrophoresis(PFGE)．Methods ＆zmD咒“比P咒f盯打耐拈strains，
i烈ated froIn f00d in China were identified by MLsT，under PCR p划ucts of魄m，础rE，5“cA，盘r0C，
比mD，d扎口N and SZ厂I．The Same set of strains was typed by PFGE uSing X沈工、S印I as the

restriction e11zyme in order to compare the discriminatory power of the methods． R镐ults Data from

】ⅥLST revealed the lack of diversity among the strains of the same serDtype and the number of variable

nucl∞tide sites per 10cus ranged from 1 to 23 between＆Z仇。咒“肠移加i LT2 and other serotypes of

SnZ优D，z以k．However，50 SnZ优。咒以肠P九￡8一￡积括stmins were identified as 11 pattems and more sub—

patternS by PF℃E．Conclusion In strain typing，PFGE was the highly discriminatory method comparing

to the ML盯syStem．
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Discriminatory ability

随着食源性疾病发生逐渐由暴发转为多点散

发，以及食品贸易国际化带来的食品分发途径的改

变，血清型的分型鉴定水平已不能满足在复杂的食

源性疾病诊断中对病原体进行溯源的需求。随着分

子生物学手段的不断发展，从DNA水平对致病菌

进行分型及鉴定已成为可能。目前已建立了多种沙
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门菌的分子分型技术，如扩增片段长度多态性分析

(AFLP)、PCR、随机扩增多态性DNA分析

(RAPD)、核糖体分型(Ribotyping)、脉冲场凝胶电

泳(PFGE)、多位点基因序列分析(multilocus

sequence typing，MLST)等方法。其中PFGE方法

因其高分辨率已被国际上广泛采用，如美国CDC通

过建立致病菌的标准化PFGE技术，并在此基础上

建立了PulseNet，48 h之内就可完成食源性疾病原

因食品的确认uJ。MLsT方法则是近几年发展的新

方法，因其可以通过序列的变化反应菌株之间的进

化关系，已经证实了在某些菌株方面具有良好的分
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辨能力，目前已广泛应用于霍乱弧菌、空肠弯曲菌、

葡萄球菌、单增李斯特菌等细菌的分型研究控4]。我

国目前尚未引入MLST的技术，在肠炎沙门菌

PFGE方面的研究也刚刚起步，为早日和国际先进

技术接轨，并对比这两种方法在分型方面的鉴定能

力，我们进行了肠炎沙门菌MLST方法和PFGE方

法的研究。

材料与方法
；

1．实验用菌株：以WHO考核肠炎沙门菌S8株

和50041株(中国医学科学院药品生物制品检定所)

为肠炎沙门菌的标准菌株。以我国11个省市食品

中分离的51株肠炎沙门菌为实验用菌株，其地区来

源及食品来源见表1。

表l 肠炎沙门菌株的来源

地区 数量 菌株编号及来源

1 S8

1 53

3 s1(牛肉)、s5(鸡肉)、S65(猪肉)

20 24、26、S14、s15、S162～S163(均为鸡肉)、
s148(猪肉)、s154～S156(均为羊肉)、
s157～s161(均1为牛肉)、s168、S170～
S172(均为熟肉)、s182(蔬菜)

4 29(鸡肉)、30(鸡肉)、S39(鸭肉)、S95(其他)

2 S44(鸡肉)、S45(牛肉)

1 s75(羊肉)

2 s127(鸡肉)、s134(鸡肉)

1 s135(其他)

1 S218(鸡肉)

3 1(鸡肉)、2(鸡肉)、4(鸡肉)

2 15(鸡肉)、18(鸡肉)

12 33、34、35、37、38、39、44～49(均为鸡肉)

wHO考核菌株

标准菌株50041

吉林

河南

浙江

黑龙江

湖北

重庆

广西

福建

内蒙古

江苏

北京

2．试剂和主要实验仪器：DNA提取试剂盒(北

京天为时代科技有限公司)、pfu DNA P01ymerase

(Fementas公司)、dNTP(Promega公司)、电泳级琼

脂糖(Promega公司)、溶菌酶(Sigma公司)、蛋白酶

K(Merck公司)、PMSF(Sigma公司)、限制性内切酶

X6口I(Promega公司)、限制性内切酶S加工

(BioLabs公司)。PTC一200 PCR仪(MJ公司)；

CHEF—mapper型脉冲场凝胶电泳仪及配套设备

(Bio—Rad公司)；图像处理：凝胶成像系统(法国VL

公司)。

3．方法：

(1)MLST方法：选用肠炎沙门菌标准菌株

5004l、我国食品中18株肠炎沙门菌分离株及

GenBank中鼠伤寒沙门菌LT2、甲型副伤寒沙门菌

ATCC9150、伤寒沙门菌CTl8、伤寒沙门菌Ty2和

猪霍乱沙门菌SC—B67进行该项研究。选择沙门菌

的6个管家基因珈rA、抛虚、5“cA、nr0C、比mD、

d咒nN以及肠炎沙门菌的1个特异性DNA标记

尉厂I(AF370707)作为本研究中的目标基因。采用
下列引物珈rA：F 5 7一ATC CCG GCC GAT CAC

ATG AT一3 7，R 5 7一CTC CAG CAG CCC CTC TTT

CAG一37；p“rE：F 5 7～ATG TCT TCC CGC AAT

AAT CC一3 7，R 5 7一TCA TAG CGT CCC CCG CGG

ATC一3 7：s“cA：F 5 7一AGC ACC GAA GAG AAA CGC

TG．3 7．R 5 7一GGT TGT TGA TAA CGA TAC GTA

C一3 7：口roC：F 5‘一CCT GGC ACC TCG CGC TAT

AC一3 7，R 5 7一CCA CAC ACG GAT CGT GGC G一3 7；

^PmD：F 5’一GAA GCG TTA GTG AGC CGT CTG

CG一37．R 5 7一ATC AGC GAC CTT AAT ATC TTG

CCA一37；d咒口N：F 5 7一ATG AAA TTT ACC GTT

GAA CGT GA一3 7．R 5 7一AAT TTC TCA TTC GAG

AGG ATT G(>3 7；S(矿工：F 5 7一TGT GTT TTA

TCT GAT GCA AGA GG一3 7，R 5 7一CGT TCT TCT

GGT ACT TAC GAT GAC一37。基因进行扩增条件：

预变性94℃5 min；变性94℃1 min；退火55℃

30 s；延伸72℃2 min；30个循环；再延伸72℃

7 min，其中跣rA和d托盘N的退火温度采用58℃。

PCR产物序列测定在上海生工生物工程技术服务

有限公司完成，用Sequencer 2．0软件对测序结果进

行分析，用GenBank中鼠伤寒沙门菌L驼的旃rA、

声“厄、s“cA、倪roC、矗P优D、d，z以N基因的序列与肠炎

沙门菌标准菌株及食品中分离出的各个肠炎沙门菌

菌株相应的序列进行对比，纠正其中可能出现的插

入及缺失错误；然后再将各菌株相互比对，找出其中

的核苷酸差异。

(2)PFGE方法：选用wH0考核肠炎沙门菌S8

株、肠炎沙门菌标准菌株50041株和我国食品中51

株肠炎沙门菌分离株进行该项研究。用营养肉汤增

菌后，菌液经离心后包埋于等量的琼脂糖中，并加入

模具制成胶块，再用溶菌酶、蛋白酶K处理胶块后，

选取寡切点的X蚰工、S加工作为本研究中的限制

性内切酶，在短时间内酶切基因组DNA，以产生少

量的大限制性片段，并对其进行脉冲场凝胶电泳。

为了达到良好的分辨效果，在实验中设置了多种电

泳参数，并对其进行优化。最终选定了渤口I酶切
后的PFGE电泳参数为1％琼脂糖、0．5×TBE缓冲

液、14℃，6 V／cm，120。脉冲夹角4 h(25—65 s)，14 h
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(5—24 s)；S印工酶切后的PFGE电泳参数为：1％

琼脂糖、0．5×TBE缓冲液、14℃，6 V／cm，120。脉冲

夹角4 h(25—65 s)，16 h(2—24 s)。

结 果

1．MLST分子分型：对肠炎沙门菌加rA、

痧“rE、s“cA、nr0C、矗P优D、d咒岔N 6个管家基因的

PCR产物核苷酸序列进行比较研究，结果显示，在

肠炎沙门菌标准菌株和我国食品中分离18株菌之

间，在上述碱基范围内的核苷酸序列完全相同。对

肠炎沙门菌特异性基因标记序列S矗厂I的核苷酸序

列进行比较研究，结果显示，在肠炎沙门菌的标准菌

株50041株、食品中分离的18个菌株S谚厂I的核苷

酸序列与GenBank中该序列的碱基对比，发生了

C182T的点突变。

2．PFGE分子分型：

(1)‰工酶切结果：经渤以工酶切后进行
PFGE分型，49株菌株共分为11个不同的带型，其

中XF、XK型为2个主要的型别，分别占38．8％、

30．6％，其余各型有1～3株不等。

(2)S加工酶切结果：经S印I酶切后进行

PFGE分型，电泳后，48株菌株共分为11个不同的

带型，其中SA、SE型为2个主要的型别，分别占

25．0％、47．9％，其余各型有1～2株不等。

3．综合分型：两种内切酶的PFGE分型结果不

相同，但其中有部分交叉。两种内切酶的PFGE分

型都有2个主要的带型，包含了其中半数以上的菌

株，因而在该型别内部，分辨率差，不利于对菌株进

行区分乃至溯源。但是通过两种内切酶PFGE型别

的综合，可以将PFGE型别再精细划分为25个亚

型，提高了方法的分辨率(表2)。同时，也可以进一

步地看出，我国肠炎沙门菌分离株两种酶切后的

PFGE的主要型别XF与SA、XK与SE有很好的相

容性，即XF型中31．6％为SA型株，57．9％为SE

型株；XK型中26．7％为SA型株，46．7％为SE

型株。

讨 论

本研究中在建立肠炎沙门菌的PFGE方法中，

选取了限制性内切酶X6口工(识别位点为5 7一T+

CTAGA_37)和s加工(识别位点为5 7一A+cTAGT一

3 7)，不仅可以将50株菌分为11个大型，并且通过

双酶系统的双重PFGE分型，还可以将PFGE型别

再精细划分为亚型，在肠炎沙门菌的分型方面显示

了比较高的分辨率。

表2 肠炎沙门菌PFGE分型结果

型别条带数 亚型 包含菌株 数量(％)

PFGE等依赖图谱的分型方法最终多采用电泳

带型来作为分型的依据，但图谱的比较存在着识别

的困难以及各个不同的研究之间难以互相比对的局

限性"1。在1998年问世的一种新的实验方法——

MLsT中，提出了选用多个管家基因进行序列分析

的方法，该法可以通过序列的变化反应菌株之间的

进化关系，具有较高的分辨水平¨’7I。但本研究中

发现，在单一血清型肠炎沙门菌内，菌株6个管家基

因的PCR产物序列均无差异，即未观察到位于血清

型内部的基因序列碱基差异。但在不同的血清型之

间，我们对比了鼠伤寒沙门菌LT2与肠炎沙门菌

54100、甲型副伤寒沙门菌ATcc9150、伤寒沙门菌

CTl8、伤寒沙门菌Ty2、猪霍乱沙门菌SC—B67各基

因产物的结果，并进行聚类分析，得到了亲缘关系图

(图1)。在相同血清型的伤寒沙门菌CTl8和Ty2

之间进行比较，也仅在庇P优D基因发生了C270T的
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点突变。在Noller等对出血性大肠埃希菌0157：H7

的研究中，也发现了在7个管家基因的311 000多个

碱基中，没有一个变异存在旧o。考虑到管家基因的

高度保守性，因此我们又选用了一个肠炎沙门菌的

特异性标记SZ厂I，对其基因的变异规律进行研究，

预期在同一血清型的不同菌株中，该序列可以有稍

微多一点的基因变异情况发生，结果仅发现了一个

C182T的点突变，这就提示了在沙门菌及大肠埃希

菌的同一血清型内部，各菌株之间的管家基因碱基

序列高度保守，该结果与美国FDA在鼠伤寒沙门菌

血清型内部进行的研究所得出的结论完全相同。

S3(6，24，9，8，5，9，5)

注：sl：肠炎沙门菌(标准菌株1，分离菌株18)；S2：甲型副伤寒

沙门菌(A脚150 NC—006511)；s3：伤寒沙门菌(Nc—003198)；
S4：伤寒沙门菌(Nc—004631)；S5：猪霍乱沙门菌(Nc—006905)；所

有菌株均与鼠伤寒沙门菌(Nc—003197)相比较

图l 沙门菌不同血清型MLsT方法聚类图

对研究结果及文献资料进行进一步分析，发现

所有报道与PFGE等图谱分型方法比较，MLST具

有高分辨率的研究中，其研究对象均为目前没有良

好的分型方法的菌株，如在弯曲菌中，一般的方法只

能将其分为空肠弯曲菌和结肠弯曲菌。因缺乏有效

的技术手段，而对空肠弯曲菌分型采用了MLST方

法，并获得有效区分结果归’10J。由于完善的血清分

型方法，已经可以将沙门菌分为2000多个型别，因

此，在血清型内部进行的进一步分型研究，就必须选

择具有更高分辨率的方法。

采用核苷酸序列分析对细菌进行分型具有明显

的优点，如减少了结果解释中的主观性；增加了数据

的可传播性及实验室间的可比性；以及可以简便地

采用计算机软件自动进行。但是在核苷酸的变异

中，如果在管家基因中发生碱基的缺失或插入，则会

造成与生存密切相关的蛋白编译的改变，进而引起

细菌死亡，因此MLST只能研究碱基的转换或颠换

这类点突变，而不能反映严重的变异。而PFGE等

图谱的方法由于可以反映碱基的点突变、插入及缺

失等多种变异带来的酶切位点的变化，因此更适合

用于沙门菌同一血清型内进一步的菌株分型及

溯源。
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