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扩增片段长度多态性分析用于霍乱弧菌

分子分型的方法建立和应用评价

娄静 刁保卫 王洪霞 崔志刚 祁国明 阚飙

·实验研究·

【摘要】 目的 建立霍乱弧菌的基于红外荧光标记引物的扩增片段长度多态性(AFLP)分型方

法，评价脉冲场凝胶电泳(PFGE)和AFLP对霍乱弧菌的分型能力。方法选择PFGE带型均不相同

的47株霍乱弧菌作为评价菌株，建立AFI。P对于霍乱弧菌的分型方法；确定操作程序后选择83株分

离自1962—2005年11个省的霍乱弧菌，进行AFI。P和PFGE对于霍乱弧菌分型能力的比较。AFI。P

分型方法采用了红外荧光标记PCR引物，利用LI—COR4300自动测序仪完成电泳、Saga“软件对电泳

图谱进行编辑。PFGE采用PulseNet提供的标准化程序。结果 AFI，P用于霍乱弧菌分型时选择性

引物携带碱基数为1，最优引物组合为E∞R I—G／M”I—T，AFLP分型实验的重复性达到99．2％。

AFI。P将83株霍乱弧菌分为52个型别，D值为o．9545；PFGE将此83株菌分为44种带型，D值为

o．9251。结论优化固定了AFLP对于霍乱弧菌的分型程序，重复性好；AFLP比PFGE具有更好的

分型能力，能够用于分离菌株的分子分型。结合已成为实验室网络监测标准分析方法的PFGE，可对

分离株做更细致的分型比较。

【关键词】 霍乱弧菌；扩增片段长度多态性；脉冲场凝胶电泳；分子分型
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【Abstract】 objective To develop fluorescent amplified fragment length polynlorphism(AFI。P)
method and to evaluate the its typing capability with pulsed—field gel electrophoreSis(PFGE)in molecular

tvping of Vj6rio c^oZP，诅已． Methods Forty—seven strains of V．c^oZP，·aP，with different PFGE patterns，

were selected as the reference gIoup to optimize the selective primers of AFLP analysis．Eighty—three strains

including 20 strains from one epidemic epiSode，iSOlated from different provinces during 1961 and 2005，

were used to compare the typing abilities of AFLP and PFGE．LI—COR4300 DNA sequencing system was

used for AFLP electrophoresis． The images were recorded by Saga眦 Software and transferred to

BioNumerics for clustering analysis．A standard pmtocol for V．c^o昆rne from PulseNet was used in PFGE．

Results When comparison was made with different selective primers on AFLP based on the 47 strains，

results showed that the optimized selective primer pair was EcoR I—G／M5e I—T，and the reprDducibility of

the tests was 9 9．2％．Eightv．three is01ates showed 5 2 AFI。P pattems and 44 PFGE patterns，with D

values as O．9545(AFLP)and O．9251(PFGE)respectively．Conclusi帅 The protocol of nuorescent

AFLP on V．c^oZem8 typing was established． AFLP waS higher than PFGE in discrimination of

V．c矗。跆m已which could be used for molecular typing．When combined with PFGE，AFLP became a more

insightfhl tool to identify genome difference of different is01ates．

【Key words】 Ⅵ6rio 曲ozgmP； Amplified fragment length p01ymorphism； Pulsed—field gel

electrop}10resis；IⅥolecular tvping
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例数均在10万例以上，而实际病例数要远高于这个

数字⋯。一些发展中国家霍乱流行尤为严重。历史

上共发生过7次霍乱大流行，至今仍处在第七次大

流行中。传染病迅速地跨地区传播，已成为当前传

染病预防控制面临的重要问题。一些远距离暴发流
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行或造成的散发病例，有时通过疫情数字不能明确

联系起来，流行病学调查必须辅助以病原体的实验

室监测分析才能发现内在的联系。

基于核酸序列差异的分子分型能够从分子指纹

特征方面描述病原菌的差异，在疾病暴发中，有助于

追溯暴发来源、确定传播途径和流行范围。对于霍

乱弧菌，已有核糖体分型(ribotyping)、脉冲场凝胶

电泳(PFGE)及限制性片段长度多态性(RFLP)等

多种分子分型方法。2 3。PFGE以其重复性好、区分

力强等优势，目前已被公认为许多细菌分型的金标

准∞。51。扩增片段长度多态性(AFI。P)分析是另一种

全基因组指纹图谱技术¨1，广泛应用于植物及细菌

的分子分型。目前还没有AFLP和PFGE对霍乱弧

菌进行分型比较的报道。为评价PFGE和AFLP对

霍乱弧菌的分型能力，在本研究中，我们建立了红外

荧光标记引物的AFLP对霍乱弧菌的分型方法并与

PFGE的分型能力进行了比较。

材料与方法

1．实验菌株：实验用霍乱弧菌在选择时考虑了

尽可能来自不同的年份和更多的分离地点。这些菌

株分离省份包括浙江、广东、福建、辽宁、江西、江苏、

四川、安徽、山东、云南、新疆、河北、广西、湖南、北

京、黑龙江的自1962—2005年分离的共计163株，

其中有47株菌(来自13个省)经PFGE分析明确具

有不同的PFGE带型，表示这些菌株存在染色体基

因组的差异，用这些菌株进行霍乱弧菌AFLP选择

性扩增引物的选择，即最佳分型引物序列的选择。

将另外的83株[来自11个省(表1)，并包括福建省

2005年一次El Tor霍乱流行中的20株分离株]进

行了PFGE和AFLP分型，并进行比较。在PFGE

中，Snzmo扎gz肠6mP竹如，-“声血清型H9812为PFGE

分子量标准菌株。

2．AFLP：挑取单菌落接种于LB中，37℃振荡

培养过夜。用MN公司染色体提取试剂盒提取细

菌染色体。将100 ng染色体采用E∞R工和胍P工
双酶切，利用T4连接酶将LI—COR公司AFLP模板

制备试剂盒中的＆oR I和M船工的接头连接于酶

切片段的两端，作为DNA扩增的模板。10倍稀释

连接产物按试剂盒说明书的条件在MJ公司PTC一

200PCR仪上进行预扩增，E∞R I—o引物序列5’一

GAC TGC GTA CCA ATT C一3’，Mse I．0引物序列

为5 7一GAT GAG TCC TGA GTA A一3’。将预扩增产

物40倍稀释，采用Ec0R工一N和胍P工一N进行选
择性扩增(其中N表示4种碱基中的任一种，由此

E∞R工一N和M船工一N引物对共有16种组合)。红

外染料IDRye标记的扩增产物在LI—c0R4300测序

仪上进行电泳，实时的AFLP数据(TIF图像)在电

泳过程中被自动采集和存储。

3．PFGE：采用PulseNet提供的标化操作程序。

以细胞悬浊液湿润无菌棉签，从培养皿中刮取适量

细菌，均匀混入2 m1 CSB中，调A值为4．o～4．2。

加入400肚l细菌悬浊液，37℃水浴孵育5 min，加入

20肛l蛋白酶K(20 mg／m1)，400址l 1％SeaKam Gold

1％SDS，混匀后加入模具，室温凝固10—15 min，制

成胶块；配制细胞裂解液(CLB)及蛋白酶K混合液

(蛋白酶K终浓度为o．1 mg／m1)。50 ml的螺旋盖

试管中，加入5 m1 CLB及蛋白酶K混合液。将胶块

放入螺旋盖试管中，54℃水浴摇床孵育2 h，转速约

170 r／min，50℃水浴摇床将纯水和TE放入水浴摇

床预热；预热的纯水洗2遍，间隔为10一15 min。预

热的TE洗3遍，间隔为10一15 min。加入10 ml

TE，浸泡胶块，4℃保存备用。将胶块切下2 mm宽

放入缓冲液H中，37℃水浴中孵育10一15 min。在

200扯l酶切缓冲液中放入胶块，37℃水浴中孵育3 h；

确保电泳槽水平，加入TBE电泳。电泳完成的凝胶

经EB染色，纯水脱色，用Bio—Rad公司凝胶成像仪

Gel Doc 2000拍摄图像。

4．统计学分析：AFI，P得到的数据导入SagaMX

进一步分析，将数据转换为TXT文件，通过

BioNumerics(Version 4．o)数据库软件中UPGMA

方法进行聚类等分析；PFGE的电泳图谱直接输入

BioNumerics(Version 4．0)，进行聚类分析。Simpson

差异指数(D值)作为评价分型能力的指标，D一1一

{∑[力(巧一1)]}／[N(N一1)]，式中N：实验菌株

总数，咒i：单个型别的菌株数"，8I。

结 果

1．AFLP选择性扩增引物的确定：在切割染色

体DNA的内切酶确定的情况下(对细菌通常选用

Ec0R I和M孵I)，AFLP分型的关键就是对于选择

性扩增引物的选择。选择性引物3 7端的选择性碱

基数可以为1～3个。细菌基因组的大小适合添加

一个选择性碱基的引物对。对霍乱弧菌的基因组

DNA也尝试了分别加l～3个选择性碱基的引物

对，携带一个选择性碱基的引物对在50～7。0 bp，产
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表1 83株霍乱弧菌PFGE与AFLP分型对比

菌株号 篥骧 笨器血清群、型囊昌 P譬E A登P 菌株号 篥蒹 辇謇血清群、型囊篙 P鹭E A蛩P
ZJ62‘8 中国浙江 1962 01，小川 + P1 A1 F1163 中国福建 2005 Ol，稻叶 + P19 A29

ZJ64—21 中国浙江 1962 01，小川 + P2 A2 FJl64 中国福建 2005 Ol，稻叶 + P19 A29

60—61 中国浙江 1977 01，小川 P3 A3 FJ230 中国福建 2005 01，稻叶 + P】9 A29

Js32 中国江苏 1990 01，稻叶 一 P4 A4 FJ231 中国福建 2005 01，稻叶 + P19 A29

HLJ981 中国黑龙江1998 0139 + P5 A5 FJ232 中国福建 2005 01，稻叶 + P19 A29

HLJ982 中国黑龙江1998 0139 + P5 A6 FJ233 中国福建 2005 Ol，稻叶 + P19 A29

94—35 中国浙江 1994 0139 + P6 A7 FJ246 中国福建 2005 01，稻叶 + P19 A29

BJ94029 中国北京 1994 0139 + P6 A8 FJ280 中国福建 2005 01，稻叶 + P19 A29

GD98 155中国广东 1998 0139 + P6 A9 FJ281 中国福建 2005 01，稻叶 + P19 A29

v98—508 中国安徽 1998 01 39 + P6 A10 FJ283 中国福建 2005 01，稻叶 + P19 A29

V98—520 中国安徽 1998 0139 + P6 A10 FJ234 中国福建 2005 0l，稻叶 + P19 A30

Ⅺ93329 中国新疆 1993 0139 + P6 AlO FJ279 中国福建 2005 01，稻叶 + P19 A30

ZJ94004 中国浙江 1994 0139 + P6 A11 FJ243 中国福建 2005 0l，稻叶 + P19 A3l

LN97 中国辽宁 1997 0139 + P6 A11 FJ248 中国福建 2005 01，稻叶 + P19 A32

ZJ9694 中国浙江 】996 0139 + P6 A12 FJ282 中国福建 2005 01，稻叶 + P19 A33

ZJ9695 中国浙江 1996 0139 + P6 A12 BJ94005 中国北京 1994 0139 + P20 A10

ZJ9696 中国浙江 1996 0139 + P7 A11 HN98 中国湖南 1998 01，稻叶 + P21 A10

zJ97—29 中国浙江 1997 0139 + P7 A13 lⅡ94030 中国北京 1994 0139 + P21 A10

BJ94034 中国北京 1994 0139 + P8 A10 BJ94039 中国北京 1994 0139 + P22 A11

ZJ98—3 中国浙江 1998 0139 +P9 A10 FJ285 中国福建 2005 ol，稻叶 + P23 A29

ZJ98—4 中国浙江 1998 0139 + P10 Alo ZJ9691 中国浙江 1996 0139 + P24 A34

JXE94—489中国江西 1994 0139 + P10 A10 LN200l一9 中国辽宁 2001 01，稻叶 + P25 A35

ZJ96_86 中国浙江 1996 0139 + P10 A15 GD95—12 中国广东 1995 0139 + P26 A36

ZJ9690 中国浙江 1996 0139 + P10 A16 zJ79。25 中国浙江 1979 01，稻叶 + P27 A37

ZJ97．26 中国浙江 1997 0139 + P10 A17 ZJ97。32 中国浙江 1997 0139 + P28 A38

JX94—484 中国江西 1994 0139 + P10 A18 LETVl089 中国广东 1979 01，稻叶 + P29 A39

Jx9833D 中国江西 1998 0139 + P11 A19 N16961 印度 1975 Ol，稻叶 + P30 A40

Js9901 中国江苏 1999 0139 + P11 A20 GD97—3 中国广东 1997 0139 一 P31 A41

Jx9866 中国江西 1998 0139 + P12 A10 HLJ983 中国黑龙江1998 0139 + P32 A41

Js9805 中国江苏 1998 0139 + P12 A21 GD96002 中国广东 1996 0139 + P33 A42

ZJ96_89 中国浙江 1996 0139 + P13 A22 N93134 中国新疆 1993 0139 + P34 A43

ZJ96—98 中国浙江 1996 0139 + P13 A23 ZJ63。16 中国浙江 1962 ol，小川 + P35 A44

GD95—6 中国广东 1995 0139 + P14 A24 ZJ96．72 中国浙江 1996 01，小川 + P36 A45

JS9707 中国江苏 1997 0139 + P15 A25 GI)98—152 中国广东 1998 0139 + P37 A14

GD94，559中国广东 1994 0139 + P16 A26 zJ97。15 中国浙江 1997()1 39 + P38 A46

ZJ9692 中国浙江 1996 0139 + P17 A27 LN98+6 中国辽宁 1998 01，小川 + P39 A47

ZJ9693 中国浙江 1996 0139 + P18 A28 ZJ95．63 中国浙江 1995 01，小川 + P40 A48

FJl47 中国福建 2005 01，稻叶 + P19 A29 zJ4—7 中国浙江 1977 0l，小川 一 P41 A49

FJl59 中国福建 2005 01，稻叶 + P19 A29 ZJ98．4 中国浙江 1998 0139 + P42 A50

FJl60 中国福建 2005 01，稻叶 + P19 A29 Jx98359 中国江西 1998 0139 + P43 A51

FJl6l 中国福建 2005 01，稻叶 + P19 A29 GD97—25 中国广东 1997 0139 一 P44 A52

FJl62 中国福建 2005 01，稻叶 + P19 A29

生的条带数大约为30～80，适合于霍乱弧菌的

AFLP分型。引物对后面分别可添加4种碱基中的

一种，因此共有16种引物对的组合。所有16种

Ec0R工一N／M船工。N引物组合中，47株菌的PFGE

带型均不相同，代表了具有明确的基因组差异的菌

株。这些菌株被用来筛选用于霍乱弧菌AFLP的最

佳的选择性引物对。

47株霍乱弧菌16对引物的AFLP分型所得D

值(表2)，·因此确定针对霍乱弧菌的最优引物组合

为E∞R工一G／M卵I—T(图1)。这47株霍乱弧菌，

按照Ec0R I—G／M卵I—T选择性引物组合，又从其

染色体DNA的E∞R工和M船工消化步骤开始重复

AFLP分型步骤，以判断实验的重复能力。两次获

得的图谱通过BioNumerics软件进行聚类分析及一

致性检验，一致性系数为99．2％，证明了针对霍乱

弧菌AFLP重复能力。

2．AFLP与PFGE分型能力的比较：在确定了

用于霍乱弧菌的AFLP分析的引物对后，选择83株

分离自1962—2005年11个省的01群和0139群

霍乱弧菌，包括0139群48株，01群35株(表1)，

进行PFGE和AFI。P对这些菌株分型能力的比较。

这些菌株中部分菌株的分离时间和地区尽可能地分
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表2 选择扩增引物筛选结果比较

引物组合 n信 引物组合 n佰
Ec·oR I—N／M∞l—N ““

Ec棵I—N／MwI—N
“L且

G／T 0 9814 T／T 0 8626

A／C 0 9273 T／A 0．8608

T／C 0．9140 G／C 0 8520

C／T O．9096 C／C O．8502

C／G O 9096 (爿G O 8457

A／T O 9()30 C／A O．8440

～A O．9007 G／A 0．8342

A／G O．8945 T／G O．7863

将83株菌分为52种带型，D值为o．9545，菌株问

带型相似性聚类见图2(左)；PFGE将这些菌株分为

44种带型，D值为o．9251，菌株问带型相似性聚类

见图2(右)，对这些菌株的分析，AFLP表现了更高

的区分能力。83株霍乱弧菌中23株(25％)PFGE

没有区分开，表现为相同的带型，而AF【。P将其分为

不同型别；12株(14％)AFI．P未能区分，而PFGE将

其分为不同型别。

讨 论

细菌分子分型能够用于描述病原菌所致暴发或

流行的病原特征及追溯传染源等，要求方法具备稳定

性好、分辨力强且快速和高通量等特点。由于AFLP

能够在短时间内分析大量的菌株，因此在本研究中我

们建立了霍乱弧菌荧光标记AFLP的分析方法，并与

常规使用的PFGE菌株分型能力进行了比较。

不同物种基因组大小及序列差别显著，AFI。P

技术应用于不同物种的分析时，选择性扩增引物3

端所携带选择性碱基数应有所不同。理论上，对于

一个核苷酸排列随机的基因组，当选择性引物3 7端

各携带1个选择性碱基，扩增出的条带是原酶切后

第一轮处于扩增能力范围内的条带总数的1／4×

1／4；当各携带2个选择性碱基，扩增出的条带是原

条带总数的1／16×1／16；各携带3个选择性碱基，扩

增出的条带是原条带总数的l／64×1／64。经实验筛

选，对于霍乱弧菌，选择性扩增引物后面加3个及2

个选择性碱基扩增条带数目过少，不能满足分析所

需。而选择性引物携带一个选择性碱基时，获得的

条带数量适中，条带清晰，故针对霍乱弧菌选择性引

物附加的碱基数目确定为1。

实验中对两条选择性引物各附加的碱基种类也

进行了比较。筛选最佳引物组合的原则是能将序列

不同的菌株最大程度地区分开。为此我们选择了

PⅣ逦分型结果已明确差异较大的47株霍乱弧菌，这

些菌株基因组序列能够明确是不同的。由此确定

E勰I-G／№I-T组合的分辨力最佳，这个结果也与
注：选择性＆DR I引物3，端所加选择性碱基为G。M。I所加 之前实验报道的结论相同。91。不同的引物组合分辨

选择性碱基T；图下方标记泳道1～48为已知PFGE带型不同的47 力差异明显，也说明选择性引物的确定在AFIP分型

株霍乱菌株以及基因组全测序株N16961，M为分子量标准 中是关键步骤。分子分型方法的评价指标，既包括它
图l 47株PFGE带型不同的霍乱弧菌AFLP电泳图谱 的分辨力，还要求具备很好的重复性，这样才能保证

散，以尽可能避免这些菌株之间具有直接的传播关 实验结果的稳定性和可信度H⋯。在一个实验室中的

系，另外有少部分菌株分离自2005年的霍乱流行AFIj操作是有良好重复性的№’10’11J，本研究显示在

中，用以分析分型方法对关联菌株的判断。ApLP 霍乱弧菌分型中也是相同的结果。
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注：标方框为0139群菌株

图2 AFLP(左)和PFGE(右)对83株不同来源01群

和0139群霍乱弧菌的分型聚类相似性分析

在进行两种分型方法的比较时，我们选择了分

离年份和地点尽可能分开的菌株，这些菌株不具备

直接的传播联系，另外也选择了福建省一次流行中

的多个分离株，以分析对这些菌株的相似性检测。

对于无流行病学联系的菌株，AFLP比PFGE区分

出更多的带型，对于此次流行的菌株，AFLP也显示

了高度的相似性，但也反映了一些菌株在流行期间

发生的轻微变化。因为AFLP扩增出的片段带型

多，与PFGE相比能检测更

多染色体位点上的突变，因

此显示了少量条带的变化。

两种方法的分辨力均大于

o．9，说明分辨力均较

强¨2，13 J，AFI。P的D值略高

于PFGE，应是由于PFGE

应用稀有切点限制性内切酶

进行酶切，产生少量的DNA

大片段，每株菌条带数为

18～25，大小为20．5～

300 kb，只能够反映酶切位

点处的变异，以及大片段

DNA的插入、缺失或染色体

重排，而小片段的插入、缺失

以及更多位点上的碱基改变

则难以发现。而AFLP采用

一中等切割频率和一高切割

频率的双酶切，能够产生较

大量小于700 bp的DNA小

片段，经AFLP选择性扩增，

每株菌条带数可显示出30～

80，区分条带精确度可以达

到1 bp。更多酶切位点的突

变以及DNA片段的插入、

缺失，能够引起AFLP的电

泳条带及聚类结果的变化。

因此，AFLP敏感性更高，能

更好的反映基因组的多态

性H4'15]。从这83株菌的聚

类结果还显示，绝大多数01

群与0139群菌株能够分

开，但小部分01群与0139

群菌株出现混杂聚类现象，

但这并不代表01群与

0139群是一类菌株，反而也提示了0139群与01

群产毒株基因组还是高度相似的u⋯。而在以后的

实际应用中，将首先明确菌株的血清群，然后在各自

血清群内进行比较。

AFLP与PFGE是目前细菌分子分型常用的两

种方法。PFGE分辨率高、重复性好，已被公认为许

多细菌基因分型的金标准，尤其是基于细菌PFGE

分析的分型监测网络PulseNet是利用标准化的细

矛装蒙器蚕器澄纂雾蚕嚣篡琵餮馨l童辫蕊蒸嚣噩量豢燃
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菌实验室分子分型技术，使PFGE操作方案实现标

准化，通过网络实验室实施监测，建立数据交流的网

络平台。但PFGE分析存在的问题是较费时，通量

较低。一套仪器完成11个样品的分析时问为

48 h¨21。而AFI。P具有相对更好的区分能力，其高

通量也是PFGE无法比拟的。以LI—COR4300自动

化DNA测序仪为例，一板胶最多可上样96个，电

泳时问为4 h。如果采用不同荧光标记的PCR产

物，30 min可重复上样，两张电泳图谱互不干扰。另

外首次电泳结束后，胶板可以重复上样一次，一块胶

板总的上样量为384(96×2×2)，整套方案的完成

约需要20 hu 2I，一次可以完成384个样品，能够实

现高通量¨7I，利用毛细管自动电泳技术的测序仪进

行AFLP，也能获得更高的自动化和高通量分析。

而PFGE已制定标准化方案，实现了实验室之间的

数据交流，这也是AFLP未来的目标，尤其是AFLP

在确定标准化实验方案后，虽然在一个实验室相隔

较近的时期内操作具有满意的重复性，但在不同的

实验室能否得到良好的重复性，还需要进一步检验。

在实践中，分型方法的选择取决于研究目的、技术要

求以及实验室资源，应充分发挥不同分型方法各自

的优势，综合分析，才能够更加清晰地判断菌株之间

的关系。
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