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绿脓杆菌分子分型方法研究进展
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#摘要$!绿脓杆菌是一种常见的人畜共患机会致病菌#广泛存在于自然界#是造成实验动物污染和医院内感

染的重要病原菌之一) 分子分型方法是病原菌流行病学分析的重要手段#对于确定感染来源和途径#检测交叉污

染和流行菌株方面非常有效) 本文主要对绿脓杆菌分子分型方法的研究进展进行综述)
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!!对病原菌的特征分析及准确分型#了解各种不

同来源的菌株是否具有相同的起源#在流行病学分

析中必不可少) 细菌分型包括表型分型和分子分

型两种方法#对查找感染源和感染途径(鉴别地方

性菌株和流行性菌株(预防交叉感染非常重要) 传

统的表型方法只靠表型不足以区别相同基因型的

菌株) 分子分型方法经过十多年的发展#已具备很

好的稳定性和分辨力#成为了解细菌感染的流行病

学特征必不可少的技术)

绿脓 杆 菌#又 称 铜 绿 假 单 胞 菌 %FO.-P;G;'&O

&.N-(%';O&# CG&是一种常见的人畜共患机会致病

菌#广泛存在于自然界) 该菌也是医院内感染的重

要病原菌之一 ,"-

#在临床上是导致囊性纤维化患者

%;D&(烧伤患者和其他免疫功能低下患者院内感染

的主要病原 ,%#$-

) 由于其自身的天然耐药性以及广

谱抗生素的广泛使用#使得多重耐药绿脓杆菌感染

的情况日益严重 ,+-

) 在动物中#绿脓杆菌同样是作

为一种机会致病菌存在于体内#呼吸道和肠道内均

可分离得到) 一般情况下并不引起动物发病#当动

物免疫力低下时#才会引起动物发病#甚至死亡)

建立经济可靠的分型系统能够更好的对绿脓

杆菌进行流行病学分析#各种分子分型方法在绿脓

杆菌的流行病学研究中均有应用 ,( 7&-

#弥补了表型

研究的不足) 本文通过比较绿脓杆菌各种分型方

法的特点#希望能够帮助我们选择方便(快捷(经济

和可靠的分型方法#对绿脓杆菌进行流行病学分



析#设计更合理的感染控制策略)

J3以 /!*为基础的分型方法

JRJ 3随机扩增多态性 %@;5?4C ;CE8=G=A;6=454G

E489C4@E7=A2$+ + *+/2&指纹图谱

=GCY技术是 "##' 年由 b0110/.O等人建立的

一种分析基因多态性的分型方法 ,*-

#是在 C;=基础

上发展起来的一种分子生物学技术) =GCY-C;=通

常使用的是 # k"' 2F 的单一随机引物#对目标基因

组进行随机扩增#随机扩增出多条非特异性条带#

不同的菌株所得到的条带是不同的) 保持 =GCY分

析的可靠性和重复性#适合的退火温度和模板 Y:G

的质量至关重要) C;=的其他条件#如 ER

% o浓度(

引物浓度和模板浓度等都需要合理的优化才能得

到理想的指纹图谱 ,&-

) 在菌株遗传背景不清楚的

情况下#=GCY-C;=仅通过几微克的模板 Y:G就可

以对该种微生物进行分型研究)

临床上#=GCY-C;=与血清学(形态学等方法结

合#能够很好的揭示绿脓杆菌的流行病学特征,#-

) 但

是 =GCY的缺点是由于很低的退火温度#反应体系细

微的变化就会导致 =GCY-C;=图谱结果的变化#重复

性很差#而且缺乏标准化#不同实验室之间的绿脓杆

菌 CGCY结果无法在统一的平台上进行比较) 由绿

脓杆菌的分型结果表明#=GCY-C;=的分辨力优于

=DJC和核糖体分型#但低于 =,C-C;=

,"'-

)

JRH3扩增片段长度多态性 % ;CE8=G=>?G@;DC>56

8>5D67E489C4@E7=:C+ +-,/&

GDJC最先由荷兰科学家 eA2A/N 和 6̀O在 "##%

年发明的检测 Y:G多态性的一种方法,""-

#最初用于

植物基因组的研究) 其基本原理是利用 " k$ 种限制

性内切酶切割目的基因组 Y:G#通常使用 % 种内切

酶#一种识别高频位点#一种识别低频位点#9D;H8和

@O.8是最常用的两种酶) 所得的扩增片段用聚丙烯

酰胺凝胶电泳进行检测) 若目的基因组酶切片段内

的序列发生改变#或者酶切位点发生碱基突变等情

况#最后的酶切片段会随之改变#C;=扩增片段的电

泳图谱多态性也会相应变化) C0@N/S等人用 GDJC结

合血清学(药敏等方法#对比利时河流内的绿脓杆菌

多样性和相似性进行了研究#发现该流域具有独特的

流行株,)-

) GDJC能够很好的用于绿脓杆菌院内感

染的流行病学研究#进行实时的感染暴发监测#能有

效的揭示耐药菌株的来源(感染途径和分布特点#有

助于感染的控制,"%-

) GDJC与其他分型方法相比#分

型能力和分辨力取决于限制性内切酶和识别碱基的

合理选择) CTP0RN/N0等,"$-对 8;c病房内患者下呼吸

道绿脓杆菌分离株的基因型分析中表明 GDJC与 @AF-

C;=的分型能力相当) :/KA对新生儿病房绿脓感染

的研究中显示 GDJC的分型能力弱于 EJ̀ G

,*-

#而在

有些情况下优于 CD_,

,"+-

)

JRU3重复序列 /!*%@>E>6=6=O>>8>C>56:>KB>5A>F

<;:>?/!*+ @>EF/!*&

@AF-C;=是 "##" 年由 À@O/16W05等,"(- 建立的一

种细菌基因组指纹分析方法#由 =GCY-C;=方法发展

而来#通过扩增细菌基因组中高度保守重复序列#分

析基因型间的差异,")-

) @AF-C;=根据细菌基因组中

广泛分布的短重复序列的不同#又分为基因外重复回

文序列%@AFAP0P0WAA[P@/RAN05F/10NB@6.05# =,C&C;=(

肠杆菌基因间重复一致序列%ANPA@62/5PA@0/1@AFAP0P0WA

0NPA@RAN0556NOANOTO# ,=8;&C;=和 UHg-C;=) %''+

年朱琴应用 ,=8;-C;=对 () 株耐亚胺培南绿脓杆菌

分离株进行了聚类分析#结果将 () 株耐药株分出了

$$ 个 型 别,"*-

) 9S@.0O等,"&- 人 应 用 ,=8;-C;=和

UHg-C;=方法对囊性纤维化患者中分离的绿脓杆菌

进行了分型研究#并与 CD_,方法进行了对比#结果

显示两种 @AF-C;=方法的分型能力都非常理想) 此

外#H10WA等人应用 =,C-C;=和 ,=8;-C;=方法的分

型研究表明#其分辨力高于 =GCY-C;=和核糖分型方

法,"#-

) 国内应用 =,C-C;=方法#对烧伤病房和肝移

植中的绿脓杆菌分离株进行分型研究#为临床用药提

供了依据,%' 7%"-

) f0BB 等用不同方法对囊性纤维化

患者%;D&中分离到的绿脓杆菌进行的分型研究表

明#,=8;-C;=的分辨力与 EJ9I(CD_,相比略低,+-

)

UHg-C;=方法对绿脓杆菌分型的应用较少) 总之

@AF-C;=中的上述三种主要方法对于绿脓杆菌的分

型#在分辨率和重复性#效果相当) 与其它分型方法

相比#优于 =DJC(核糖体分型#比 CD_,方法的分辨

力略低#但相对操作简便#经济#可实现自动化分型#

在绿脓杆菌流行病学监测中发挥重要作用) @AF-C;=

的主要缺点是所有的遗传多态性在细菌基因组的特

定位置#这必然会导致其在分辨力上的局限性)

JRY3多位点可变数目串联重复序列分析%CB86=E8>F

84AB: O;@=;<8>F5BC<>@ 6;5?>CF@>E>;6 ;5;89:=:+

.,1+&

EJ̀ G方法来源于微卫星的基因标记技术#是

对基 因 组 中 可 变 数 目 重 复 序 列 % W/@0/21A-NT.2A@

P/NBA.-@AFA/P# :̀I=&的分析方法) 针对每个重复
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序列区段涉及特异性的 C;=引物#每个位点内的重

复序列数目一般通过估计此位点的 C;=片段大小

来确定) 一般细菌基因组中可用于分型的位点在

%' 个左右#比如肠炎沙门氏菌(炭疽芽孢杆菌(鼠疫

耶尔森氏菌等)

绿脓杆菌的 EJ̀ G分型研究中#HNPAN0ANPA等

用绿脓杆菌 CGH" 株的全基因组序列为参考#建立

了 * 个 :̀I=位点的 EJ̀ G方法 ,%%-

) T̀-IL0AN 等

人随后建立了 "( 个 :̀I=位点的 EJ̀ G方法#这种

位点 的 组 合 分 型 更 加 有 效( 简 便 和 快 捷) 目 前

EJ̀ G对绿脓杆菌分型的研究主要就是采用的这个

方法#具 有 很 好 的 多 态 性# 这 "( 个 位 点 分 别 是

.O**(.O"%*(.O"+%(.O"*%(.O%""(.O%"%(.O%"$(

.O%"+( .O%"((.O%")(.O%"*(.O%%%(.O%%$

,%$ 7%+-

)

而 :/KA等,$-人建立了仅采用其中一个位点的 EJ̀ G

方法#在 C;=产物的电泳处理上#不是采用普通的琼

脂糖凝胶电泳#而是采用聚丙烯酰胺凝胶电泳#这种

方法使 EJ̀ G的分辨力提高了 "+j) W/N E/NOQA1B

等人在 T̀-IL0AN 的研究基础上#建立并优化了 # 个

位点的分型方法#与 CD_,和 EJ9I两种方法在分辨

力(经济性和便捷性的综合比较是最佳的分型方

案,%(-

) 总之#EJ̀ G方法的优点是不同绿脓杆菌的

:̀I=的数目能够数字化#通过互联网上的数据库可

以进行比对#菌株的异同一目了然) EJ̀ G方法的关

键是对各 :̀I=片段的大小进行确定#对重复序列长

度太小的 :̀I=位点%小于 "(NP&#必须要进行 Y:G

测序才能够得出其重复序列数,%*-

) 虽然有自动化的

设备和软件可以对这些片段大小进行分析#但是价格

很高) 目前#EJ̀ G只适用于已知全基因组序列的细

菌#因此其应用受到了限制)

JRZ3 多位点 序 列 分 析 % CB86=84AB::>KB>5A=5D

69E=5D+ .,&0&

EJ9I方法作为一种新的分型技术#源于多位

点 酶 电 泳 % .T1P0165TO ANKS.A A1A5P@6FL6@AO0O#

EJ,,&#最初是由 E/0BAN E;等人在 "##& 年建立

并应用于对脑膜炎奈瑟菌的分型 ,%)-

) 它是使用多

个%* 个以上&+'' k('' 2F 大小的管家基因位点的

序列型% 9I&来描述每一株细菌的不同 ,%*-

) ;T@@/N

等人 最 先 使 用 * 个 管 家 基 因 %/5OG(/@6,(RT/G(

.TPJ(NT6Y(FFOG和 P@F,&对绿脓杆菌的 9I进行分

析#证明此方法能够很好的对绿脓杆菌临床分离株

进行分型 ,%& 7%#-

) V6LNO6N 等人用 EJ9I和 CD_,方

法对绿脓杆菌进行分型比较#结果 EJ9I的分辨力

略高于 CD_,

,$'-

)

EJ9I是一种操作简便的分子分型方法#其过

程只是直接对生物样品中的 Y:G片段进行 C;=扩

增#然后对所得到的管家基因片段进行测序 ,%)-

) 测

序所得到的 9I结果可以在互联网上的 EJ9I数据

库进行对比 ,$"-

) 然而 EJ9I的不足也显而易见#虽

然其适合于菌株间的进化和相关性分析#但是对于

短期内的临床分离株分型在分辨力上存在不足#特

别是与 CD_,和 EJ̀ G方法的比较中证明了这一

点 ,%(- ,$'-

) 在几种主流分型方法中#即便不算仪器

设备和分析工具的成本#EJ9I所需费用也是最高

的 ,%(-

#因此对绿脓杆菌临床应用并不是很多)

H3以限制性酶切为基础的分型方法

HRJ3核糖体分型%@=<469E=5D&

=026P@SF0NR是一个基于不同细菌 ")9 和 %$9

@=:G的高度保守序列建立的分子分型方法 ,"'-

#通

过限制性核酸内切酶对细菌基因组 Y:G的进行酶

切#利用凝胶电泳分离不同长度的片段) 再用序列

标记的 Y:G探针对酶切片段进行杂交#该探针包含

编码高度保守 ")9 @=:G和 %$9 @=:G的 Y:G片段

及间隔序列) 由于一个生物的基因组中通常有多

个核糖体基因#分别存在于不同长度的酶切片段

中#因此核糖体分型可以得到类似指纹的结果#对

细菌进行鉴定和分型) 该方法可以通过选择两种

酶的平行实验#对一种内切酶不能识别的区域进行

酶切#增加对菌株的分辨力) 研究发现由于核糖体

Y:G限制性内切位点的变异非常慢#菌株的变异不

易被检测到#以至于核糖体分型图谱的变化很小#

可用于评价分离株之间的同源关系 ,$%-

) 核糖体分

型可用于对临床绿脓杆菌耐药菌株的相关性研究#

不过与 CD_,和 ,=8;-C;=等方法的比较研究显示

出了其分型能力和分辨力上的不足 ,"'-

) 不过通过

与血清分型等其它表型方法结合使用可以达到不

错的效果 ,$$-

) 核糖体分型最大的优势是实现了自

动化#=026C@0NPA@全自动微生物基因指纹鉴定系统

使研究人员在一天内就可得到细菌的 @Y:G指纹杂

交图谱)

HRH3 限制性酶切片段长度多态性 % @>:6@=A6=45

G@;DC>568>5D67E489C4@E7=:C+ *-,/&

=DJC源于生物基因组 Y:G的自然变异#=DJC

作为第一代 Y:G分子遗传标记技术#极大的推动了

人类 Y:G多态性的研究#现在已广泛应用于用于基

+) 中国比较医学杂志 %'"% 年 & 月第 %% 卷第 & 期!;L0N V;6.F EAB# GTRTOP%'"%# 6̀1?%%?:6?&



因组遗传图谱构建(基因定位以及生物进化和分类

的研究) 通过对分离出的 Y:G片段转印或者其他

方法分离#然后通过标记的探针对相应的基因进行

检测 ,"#-

#构建分子图谱) =DJC就能够检测出碱基

插入(缺失(重排或点突变所引起的差异#从而比较

不同菌株间 Y:G水平的差异) 一般常用的限制性

内切酶有 ]0NB 888# U/.]8# ,56=# ,56= #̀ g2/8

等) =DJC对靶序列的浓度和质量要求很高#低含量(

不纯的基因组 Y:G会严重影响 =DJC分析结果) 探

针可以提高 =DJC的分辨力#绿脓杆菌常用外毒素

A[6G基因探针用于分子流行病学分析,$$-

) 由于重复

性和分型能力上的不足单纯的 =DJC方法已经很少

应用于菌株分型) 有比较表明#=DJC远不如 =GCY-

C;=和 CD_,#所以产生了 C;=-=DJC技术#可以更准

确的检测绿脓杆菌流行株的基因突变情况,)-

)

HRU 3 脉 冲 场 凝 胶 电 泳 % EB8:>?FG=>8? D>8

>8>A6@4E74@>:=:+ /-M%&

CD_,是一种脉冲场凝胶电泳技术#使用相应

的限制性内切酶对细菌基因组 Y:G上的酶切位点

进行识别切割#产生若干 "' k&'' a2 的 Y:G大片

段#通过这些酶切片段的多态性分析菌株之间的相

似性) "#&+ 年#95L>/@PK和 ;/NP6@报道了脉冲场电

泳的方法 ,$+-

#对至少 +' 种病原菌进行了 CD_,分

型试验#其中包括绿脓杆菌#解决了分离大片段

Y:G难以分离的难题 ,%*-

)

CD_,是目前公认的用于绿脓杆菌及其他病原

菌分子分型和溯源研究的.金标准/) CD_,所产生

的酶切图谱与 =GCY(EJ̀ G(EJ9I(核糖体分型和

=DJC等大多数分子分型方法相比是更有效的分型

工具) ]A5P6@试验了 )( 种限制性内切酶用于对绿

脓杆菌的酶切效果#结果证实 9C,8是最佳的选择)

不仅所有的酶切片段大于 %'' a2F#而且片段数目在

$' 条左右#数目适中) 到目前为止#绿脓杆菌的

CD_,分型方法已经非常成熟#从使用的酶(酶切时

间(电泳条件等都得到了优化#=6.10NR等人的研究

使 CD_,中 Y:G降解的情况得以控制#对绿脓杆菌

的分型能力达到了 "''j

,$(-

) "##) 年#美国疾病预

防控制中心以 CD_,技术为基础建立了 CT1OA:AP细

菌分子分型网络#我国疾病预防控制中心%;Y;&也

已加入这个网络%CT1OA:AP;L0N/&#此网络目前提供

CD_,标准操作规程的下载#包括沙门氏菌(大肠杆

菌(空肠弯曲菌食源性病原菌的标准 CD_,方法#用

以提高对食源性疾病的快速检测和溯源能力) 实

验人员对于电泳结果的理解和分析各不相同#对结

果的分析就会出现很大差异#因此 IAN6WA@等人经

过多年的研究提出了 CD_,的解释标准 ,$)-

) 作为

经典的分子分型方法#CD_,已被广泛的应用于各

种细菌的流行病学研究中#适用于菌株间基因同源

性的分析 ,$'-

) 不过 CD_,的操作相对复杂(费时(

检测通量小 ,"##$*-

#是制约其应用的不利因素)

U3结论

绿脓杆菌容易发生变异#很难用表型方法分辨

菌株间的异同#甚至导致错误的结果 ,"' 7%*-

) 分子分

型方法能够弥补表型分型的不足#理想的分型方法

需要具备以下的特征'

%

"''j的分型能力#即能够

将所有受试菌株全部分型$

&高分辨能力#即将同

源关系远的菌株分开#而将同一克隆或遗传相近的

菌株聚类到一起$

*良好的重复性$

+操作简便(节

约时间#并且费用低) 由此可见#目前还没有完美

的分型方法#每种分子分型方法包含不同分子生物

学技术组成%表 "&#各有优点%表 %&) 同时#所有的

分子分型方法都存在一个很大的局限性#即不能够

对当前的流行株进行实时分析 ,$&-

)

表 J!不同分型方法涉及的技术
0;<TJ!IA5LN0̂TAOTOAB 0N B0QQA@ANP.61A5T1/@PSF0NR

分型方法
ISF0NR.APL6BO

C;=

探针杂交
C@62ALS2@0B0K/P06N

酶切
,NKS.AB0RAOP06N

电泳
,1A5P@6FL6@AO0O

测序
9ÂTA50NR

分析软件
GN/1SP05O6QP>/@A

=GCY

*

m m

*

m

*

GDJC

*

m

* *

m

*

=AF-C;=

*

m m

*

m

*

EJ̀ G

*

m m

* * *

EJ9I

*

m m

* * *

=026PSF0NR m

* * *

m

*

=DJC m

* * *

m

*

CD_, m m

* *

m

*

注'.

*

/表示涉及此方法$. m/表示不涉及此方法)

:6PA'.

*

/' BA/1AB >0PL PL0O.APL6B?. m/'N6PBA/1AB >0PL PL0O.APL6B?
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表 H!不同分型方法之间特点比较
0;<TH!;6.F/@0O6N 6QB0QQA@ANPPSF0NR.APL6BO

分型方法
ISF0NR

.APL6BO

需要基因

组序列
_ANAOÂTAN5A

NAABAB

操作
E/N0FT1/P06N

结果分析
=AOT1P

/N/1SO0O

分辨力
=AO61T-

P06N

时间%天&

I0.A

% B/SO&

重复性
=AF@6-

BT50PS

设备要求
,̂ T0F-

.ANP

费用
;6OP

=GCY 否 :6 简单 90.F1A 容易 ,/OS 高 ]0RL " 一般 EA/N 中 E6BA@/PA 低 J6>

GDJC 否 :6 中等 E6BA@/PA 容易 ,/OS 高 ]0RL % 好 _66B 中 E6BA@/PA 中 E6BA@/PA

=AF-C;= 是 XAO 简单 90.F1A 容易 ,/OS 高 ]0RL " 很好 ,[5A11ANP 中 E6BA@/PA 低 J6>

EJ̀ G 是 XAO 中等 E6BA@/PA 容易 高 ]0RL " 很好 ,[5A11ANP 高 ]0RL 中 E6BA@/PA

EJ9I 是 XAO 中等 E6BA@/PA 容易 ,/OS 高 ]0RL " 很好 ,[5A11ANP 高 ]0RL 高 ]0RL

=026PSF0NR 是 XAO 中等 E6BA@/PA 中等 E6BA@/PA 中 E6BA@/PA % 好 _66B 中 E6BA@/PA 高 ]0RL

=DJC 否 :6 复杂 E6BA@/PA 中等 E6BA@/PA 中 E6BA@/PA " 好 _66B 中 E6BA@/PA 低 J6>

CD_, 否 :6 中等 E6BA@/PA 中等 E6BA@/PA 高 ]0RL $ 很好 ,[5A11ANP 高 ]0RL 中 E6BA@/PA

!!总之#低成本化(自动化(标准化的分子分型方

法是细菌分型研究的发展方向) 随着科学技术的

发展#现有技术会不断得到完善#同时又会有新的

方法不断涌现) 分型方法是我们在微生物学(遗传

学(流行病学等一系列研究中的工具#选择适合而

合理的方法#有效监测微生物种群的分子流行病学

变化#才能达到研究预期和最终目的)
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