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百日咳杆菌分子分型方法研究进展
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　　百日咳是由百日咳杆菌引起的一种急性呼吸道传染病，人

群普遍易感，其中尤以婴幼儿多见。百日咳疫苗是预防百日咳

最有效也是最经济的手段，然而，尽管世界上大多数国家自上

世纪五十年代起就开始实施百日咳疫苗的免疫接种，使百日咳

感染率和病死率大大下降，但据 ＷＨＯ统计报道，２００８年全世

界仍有高达１９．５万的儿童死于百日咳及其并发症，且９０％的

病例来自不发达国家和发展中国家。即便是发达欧美国家或

百日咳疫苗接种率很高的国家，百日咳发病率也有上升的趋

势，即所谓的“百日咳再现”［１］。２０１０年，美国加利福尼亚州爆

发６０年来最严重的百日咳疫情，据报道有８３８３多人染病，其

中有１０名婴幼儿死亡
［２］。值得特别注意的是，已接种疫苗的

青少年和成人患百日咳的人数逐渐增多，但他们的临床症状并

不典型，临床上极易误诊，而且研究表明这些人往往是婴幼儿

百日咳的重要传染源［３４］。因此百日咳越来越引起人们的重

视。为了追寻百日咳新流行趋势的起因，近年来各国学者对百

日咳进行了广泛的研究，并以此提出多种可能引起百日咳流行

病学改变的因素，其中最引人注意的是致病菌的适应性进化现

象，即致病菌发生适应性进化从而逃避疫苗免疫保护作用

等［５７］。

近些年随着分子生物技术的发展，传统的生化分型和血清

学分型技术由于其分辨力较低，且需要活菌样品等多方面的局

限性，已不能满足疾病诊断和流行病学调查的需要。为了监控

细菌群体的分子变化，很多分子分型方法不断被发展和应用于

百日咳杆菌的基因多态性分析和进化研究中。本文就近年来

国内外在百日咳杆菌分子分型技术研究进展进行综述，旨在为

国内百日咳杆菌的相关研究提供参考。

１　限制片段长度多态性（ＲＦＬＰ）分析

该技术是利用限制性内切酶能识别ＤＮＡ分子的特异序

列，并在特定序列处切开ＤＮＡ分子，即产生限制性片段的特

性，对于不同种群的生物个体而言，他们的ＤＮＡ序列存在差

别。如果这种差别刚好发生在内切酶的酶切位点，并使内切酶

识别序列变成了不能识别序列或是这种差别使本来不是内切

酶识别位点的ＤＮＡ序列变成了内切酶识别位点。这样就导

致了用限制性内切酶酶切该ＤＮＡ序列时，就会少一个或多一

个酶切位点，结果产生少一个或多一个的酶切片段。这样就形

成了用同一种限制性内切酶切割不同物种ＤＮＡ序列时，产生

不同长度大小、不同数量的限制性酶切片段。后将这些片段电

泳、转膜、变性，与标记过的探针进行杂交、洗膜，即可分析其多

态性结果。

在百日咳杆菌基因中ＲＦＬＰ是由ＩＳ序列插入ＤＮＡ序列

而导致出现多态性。在已测序的ＴｏｈａｍａⅠ菌株基因组中存

在三种的ＩＳ序列及ＩＳ４８１、ＩＳ１００２和ＩＳ１６６３，拷贝数分别为

２３８、６和１７。其中仅有ＩＳ１００２为基础的ＲＦＬＰ被报道用于百

日咳杆菌的细菌分型研究中［８］。但由于到目前为止仅有鉴定

出４个拷贝，所以该方法的区分能力不如ＰＦＧＥ和 ＭＬＶＡ等

方法。

２　脉冲场凝胶电泳法（ＰＦＧＥ）

ＰＦＧＥ作为一种ＤＮＡ指纹技术，广泛用于各种病原体的

分子流行病学研究。其原理为：通过电场的不断改变，使包埋

在琼脂糖凝胶中的ＤＮＡ分子的泳动方向做相应的改变，小的

ＤＮＡ分子变化较快因此移动较快，从而在凝胶上按染色体大

小呈现出电泳带型。其步骤包括包埋ＤＮＡ、胶块中蛋白酶解、

ＤＮＡ酶切、电泳和结果处理等。ＰＦＧＥ所采用的内切酶常为

寡切点酶，经这种酶切后的 ＤＮＡ片段少而大，适合于ＰＦＧＥ

电泳分析［８９］。

目前ＰＦＧＥ已被世界很多国家应用于百日咳流行病学监

控和菌株分子进化研究［８９］。欧洲百日咳协作小组提供了关于

百日咳菌株ＰＦＧＥ分析的标准操作规程，推荐使用ＸｂａⅠ内切

酶用于处理ＤＮＡ，由于该酶识别位点多，可切割形成足够多的

片段供分析用，高效且有高区分能力［８，１０］。ＰＦＧＥ方法准确、

稳定、可重复性好。但其操作步骤繁琐、周期长，要求细菌进行

传代培养，并具有一定的活菌数目；此外，结果通用性较差，不

同实验室间获得结果不便比较。

３　多位点序列分型（ＭＬＳＴ）

ＭＬＳＴ是基于 ＭＬＥＥ多位点酶电泳方法发展起来的一种

分子流行病学的分型方法，ＭＬＥＥ方法依据同工酶多态性进

行分型，不同的遗传座位编码或同一座位不同基因编码的酶或

蛋白具有不同的电荷性质，从而在电泳支持物介质中被分开，

是蛋白水平的分型方法。ＭＬＳＴ直接对相应管家基因位点进

行测序，比较不同样本等位基因的多态性，并将不同等位基因

的排列组合定为不同的基因型。ＭＬＳＴ方法，准确、快速、通用

性强，便于在实验室间进行比对分析，有助于全球范围内传染

病分子流行病学的研究［１１］。

研究人员通过分析百日咳杆菌７个管家基因序列，建立了

ＭＬＳＴ分型方法。应用建立的 ＭＬＳＴ方法对鲍特氏种属内不

同细菌之间进化关系分析，具有很大可行性［１１］；然而由于百日

咳杆菌为高度保守的单形性细菌，在不同菌株之间７个管家基

因缺乏多态性，使该方法的实用性大大降低［１１１２］。

４　基因分型

又称基因测序法，被广泛应用于鉴定百日咳杆菌毒力相关
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基因的不同等位基因多态性分析。已被研究的１７个基因中，

１２个发现基因多态性，如前所述其中的７个基因用于基因分

型研究，分别是百日咳毒素 Ａ亚基（ｐｔｘＡ）、菌毛蛋白（Ｆｉｍ）２、

Ｆｉｍ３、百日咳粘附素（Ｐｒｎ）、支气管粘附因子（ｔｃｆＡ）和百日咳毒

素启动子区域（ｐｔｘＰ）。此外，由于 ＭＬＳＴ方法在百日咳杆菌

分析的不适用性，当在重组中分析多位点序列类型时，基因分

型的灵敏度增加［１３１６］。

５　多位点串联重复序列数变化分析（ＭＬＶＡ）

可变数目串联重复序列（ＶＮＴＲ）也被称为微卫星ＤＮＡ，

广泛存在于原核、真核生物基因组中，核心序列为２～７ｂｐ的

高度串联重复序列，重复次数从几次到数十次不等。由于核心

单位数目的变化，使ＶＮＴＲ长度在基因组中变异较大，构成了

ＶＮＴＲ的遗传多态性。已经广泛应用于遗传制图、基因定位、

法医学鉴定、人类学以及遗传病的诊断等许多领域的研究，是

目前应用比较广泛的遗传标记。在细菌全基因组完成测序后，

ＶＮＴＲ多态性分析在原核生物中被加以推广，目前已经用于

对流感嗜血杆菌、结核分枝杆菌、炭疽芽孢杆菌和鼠疫耶尔森

氏菌等菌株的基因分型和微进化的研究［１７１８］。

２００４年荷兰Ｓｃｈｏｕｌｓ等
［１９］应用串联重复序列搜索程序

（ｈｔｔｐ：／／ｔａｎｄｅｍ．ｂｕ．ｅｄｕ／ｔｒｆ／ｔｒｆ．ｈｔｍｌ）分析已测序的ＴｏｈａｍａＩ

菌株全基因序列，共鉴定出１３个ＶＮＴＲ，而其中６个对于流行

病学分型有意义。此外，２０１０年Ｋｕｒｎｉａｗａｎ等也还验证其他２

个ＶＮＴＲ位点的多态性，结果显示这个两个位点的多态性较

少［２０］。以ＰＣＲ为基础的ＶＮＴＲ分型技术其优势在于ＰＣＲ的

高效率扩增加上ＶＮＴＲ位点高度多态性，使ＤＮＡ分型更加灵

敏，操作技术简化，更接近实际检测的需要；另外一个优势在于

经过煮沸处理过的细菌上清中有充足的ＤＮＡ模板，这使得该

项技术更加快速和简单地用于分析，ＶＮＴＲ分析具有更高的

分辨率，具有较好的重复性，最重要的是其数据结果处理方

便，易于标准化，基于网络的ＶＮＴＲ数据库的建立便于不同国

家实验室之间的数据交流汇总 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｌｖａ．ｎｅｔ／ｂｐｅｒ

ｔｕｓｓｉｓ／ｄｅｆａｕｌｔ．ａｓｐ），综合分析，尤其对于致病性微生物的研

究，不需要进行菌株及ＤＮＡ的交换就可以实现数据资源的共

享，从而在世界范围内对致病菌进行流行病学调查研究［１９２１］。

６　微阵列比较基因组杂交（ＭｉｃｒｏａｒｒａｙＣＧＨ）技术

ＭｉｃｒｏａｒｒａｙＣＧＨ与 ＣＧＨ 相似，但它是用 ＤＮＡ 克隆或

ｃＤＮＡｓ微阵列代替中期染色体铺片作为杂交靶，即将等量的

不同荧光标记的待测和参照ＤＮＡ同时杂交到由ＤＮＡ克隆或

ｃＤＮＡｓ组成的微阵列上。用微阵列每个靶点上的两种信号的

荧光比例反映待测基因组ＤＮＡ在相应的序列或基因上的拷

贝数变化。根据微阵列上所固化的核苷酸的性质，Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ

ＣＧＨ可分为ｃＤＮＡ和 ＤＮＡ ＭｉｃｒｏａｒｒａｙＣＧＨ 两种类型。前

者以常规的ｃＤＮＡ微阵列为平台，基因芯片表面固定的探针

来自待测种属的ｃＤＮＡ文库。ｃＤＮＡＭｉｃｒｏａｒｒａｙＣＧＨ技术使

得大规模、高通量研究基因的改变成为现实。ＤＮＡ Ａｒｒａｙ

ＣＧＨ技术是直接将基因组ＤＮＡ片段固化于芯片表面，因此

靶序列上不但有基因编码区，还包含了内含子、重复序列、其他

调控序列等非翻译区，增加了实验结果的信息量。同时由于基

因组ＤＮＡ片段长于ｃＤＮＡ片段，因而ＤＮＡ ＭｉｃｒｏａｒｒａｙＣＧＨ

的杂交信号强于ｃＤＮＡ ＭｉｃｒｏａｒｒａｙＣＧＨ，提高了实验的敏感

度。但ｃＤＮＡ ＭｉｃｒｏａｒｒａｙＣＧＨ 芯片制备相对容易，而 ＤＮＡ

ＭｉｃｒｏａｒｒａｙＣＧＨ芯片上广泛分布的表达序列标签也有助于所

得序列进一步纯化和点阵。因此这两种ＡｒｒａｙＣＧＨ技术各有

所长，在实际工作中可根据具体情况和实验要求作出选

择［２２２４］。

有芬兰的实验室选择不同的ＰＦＧＥ图谱分离于芬兰百日

咳菌株进行 ＭｉｃｒｏａｒｒａｙＣＧＨ分析
［２２］，使用芯片含有３５８２个

寡核苷酸（ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ），覆盖已测序菌株 ＴｏｈａｍａＩ基因

组中ＯＲＦ的９４％。芯片扫描结果显示，与参考 ＴｏｈａｍａＩ基

因组相比较，芬兰分离菌株基因组在进化过程中丢失或减少７

（８．６ｋｂ）～４９（５５．３ｋｂ）个基因，这些基因位于４种不同基因座

中，随着菌株分离时间的增加，菌株丢失的基因越多。三分之

一的丢失基因与细菌的无机离子转运、代谢、能源产生和转换

功能相关。本方法的区分能力取决于探针的数量与设计。

ＭｉｃｒｏａｒｒａｙＣＧＨ技术具有具有高通量、简便、准确的特点因

ＡｒｒａｙＣＧＨ可以进行自动化操作，具有高通量、简便、准确的

特点，但其花费昂贵，一个最简单的配置应包括微阵列制作系

统、信号收集系统、计算机和软件，普通实验室难以承担［２３２４］。

此外，目前国内外还没有商业化百日咳杆菌基因芯片，均需定

制，费用较高，普通实验室难以承担。

７　全基因组测序技术

毋庸置疑，细菌全基因组测序分析的区分能力最高，可用

于分析菌株所有基因的缺失或多态性。随着ＤＮＡ测序技术

的发展以及广泛应用于生物学研究的各个领域，很多生物学问

题都可以借助高通量ＤＮＡ测序技术予以解决ＤＮＡ测序技术

已广泛应用于生物学研究的各个领域，很多生物学问题都可以

借助高通量ＤＮＡ测序技术予以解决。过去三年，大规模平行

测序平台已经发展为主流的测序技术，这项测序技术的出现不

仅令ＤＮＡ测序费用降到了以前的百分之一，还让基因组测序

这项以前专属于大型测序中心的“特权”能够被众多研究人员

分享。

２０１０年荷兰 Ｍｏｏｉ教授实验室应用罗氏４５４ＧＳＦＬＸ技术

对６荷兰分离菌株进行重测序分析
［２５］，共获得４０７个ＳＮＰｓ，

从全基因组水平证实了含有ｐｔｘＰ３的百日咳杆菌为近代从含

有ｐｔｘＰ１菌株进化而来。此外，英国剑桥大学的Ｓａｎｇｅｒ中心

也启动了测定全球范围内百日咳杆菌流行菌株全基因ＳＮＰｓ

研究项目，并在此基础上分析该细菌的全球分子进化。

８　展　　望

自上世纪９０年代末起，很多发达国家开始使用无细胞百

日咳疫苗代替全细胞百日咳疫苗进行免疫接种，除丝状血凝素

（ＦＨＡ）外，其他成分包括百日咳毒素、Ｐｒｎ、Ｆｉｍ２和 Ｆｉｍ３疫苗

成分在疫苗株和分离流行菌株之间出现抗原基因多态性，百日

咳杆菌群体发生了显著变化。然而，在疫苗接种覆盖低的地区

或国家分离的菌株和引入疫苗前流行菌株相似。因此，对流行

菌株的分子监控就显得尤为重要，通过应用通用的细菌分型方

法（例如 ＭＬＶＡ方法），将来自不同国家或地区百日咳流行菌

株的信息补充道已建成数据库中，供全球公共卫生部门和研究

人员共享，从而为百日咳防控、致病菌溯源以及新疫苗研制奠

定基础。
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（１．沧州医学高等专科学校，河北沧州０６１００１；２．沧州市中心医院，河北沧州０６１００１）

　　关键词：卵巢肿瘤；　抑癌基因；　综述

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１２．２１．０２９ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１２）２１２６２３０４

　　卵巢癌（ＯＣ）是女性生殖器３大恶性肿瘤之一，其中，卵巢

上皮性癌（以下称卵巢癌）的恶性类型占卵巢恶性肿瘤的

８５％～９０％，病死率已超过其他恶性肿瘤，高居榜首
［１］。由于

早期缺乏明显的症状、体征和一些可以信赖的筛查方法，使得

大多数妇女（６０％～６５％）诊断卵巢癌时已属晚期，而这时癌症

多已发生了腹腔种植和远处转移。病死率极高，其远期生存率

仅３０％～４０％，早、晚期肿瘤的预后差异显著。Ⅰ、Ⅱ期５年

存活率分别为９０％和７０％，晚期５年存活率仅维持在１５％～

２０％，严重危害妇女的生命健康。随着分子生物学技术的迅速

发展，肿瘤标志物在ＯＣ中的应用日趋广泛，本文就抑癌基因

在ＯＣ研究中的进展概述如下。

１　ｎｍ２３基因

ｎｍ２３基因是目前比较公认的１种肿瘤转移抑制基因。其

编码的ｎｍ２３蛋白与核苷二磷酸激酶（ＮＤＰＫ）的 Ａ、Ｂ亚基的
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