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海洋致病菌全基因组测序研究进展

张河林１综述，刘晓斐２，胡成进２△审校

（１．辽宁医学院，辽宁锦州１２１００１；２．济南军区总医院实验诊断科，山东济南２５００３１）

　　关键词：海洋致病菌；　基因组测序；　克隆扩增型；　单分子测序型
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　　海洋生物与陆地生物的生活环境迥异，高压、低营养和高

盐等环境造成了海洋生物的多样性和特殊性。海洋致病菌适

应海洋环境后有了新的特异性，能产生陆栖微生物所不能产生

的结构新颖、作用特殊的活性物质。由于目前的监测技术和手

段的局限性，海洋致病菌在实验室培养时生长条件得不到满

足，从而导致了致病菌的不可培养或难以形成肉眼可见的菌落

而被忽略［１］。基因组包含了整个生物体的遗传信息，海洋致病

菌也不例外，而测序技术能够真实地反映基因组ＤＮＡ的遗传

信息，进而全面揭示海洋致病菌的复杂性和多样性。因此，快

速和准确的全基因组测序在获取海洋致病菌的遗传信息及其

相关研究中扮演了重要的角色。

１　海洋致病菌全基因组测序策略

全基因组测序分为草图绘制和精细图绘制两个阶段，基于

鸟枪法的全基因组测序策略主要有２种：以克隆为基础的鸟枪

测序法和全基因组鸟枪测序法［２］，以下重点介绍后者。

１．１　基因组随机文库构建和测序　由于海洋病原菌基因组一
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般在数百个ｋｂ至数个ｍｂ，快速测序的策略采用经典鸟枪法又

称为随机测序法。首先将ｌ条完整的目标序列随机打断成许

多小片段，分别构建大小不同的２套文库
［３］：小片段文库一般

选择１．６～２ｋｂ的切割产物，大片段文库可以根据基因组中重

复序列和难以克隆区域的大小进行构建并分别测序，然后利用

这些小片段的重叠关系将它们拼接成ｌ条一致序列。

１．２　缺口填充　测序的后期则需进行序列的缺口填补，一般

需用几种方法相互组合才能完成，能否完成缺口填补是完成全

基因组测序的关键［４］。鸟枪法文库采用末端随机测序，获得的

结果用计算机进行拼接产生多个序列重叠群，各重叠群之间的

部分称为缺口：有模板相对应，只是测序未测到的缺口称为测

序缺口；没有模板相对应的缺口称为物理缺口［１］。两种缺口采

用不同的策略进行填充：测序缺口常采用步移法进行填充；物

理缺口的填充有ＤＮＡ杂交分析、利用大片段文库对重叠群进

行定位、蛋白联接法、ＰＣＲ连接法和组合ＰＣＲ法，用前四种方

法都不能定位的重叠群，采用组合ＰＣＲ法完成最后缺口的

填充［５］。

２　测序流程

根据测序技术的进展，可将其分为具有不同亚代的３代，

第１代测序技术已经帮助人们完成了从噬菌体基因
［６］到人类

基因组草图等大量的测序工作，但其存在成本高、速度慢等缺

点，并不是最理想的测序方法。目前运用最多的是第２代测序

技术，根据样本在测序前是否需要扩增，大致可分为克隆扩增

型和单分子测序［７］。克隆扩增型主要包括ＲｏｃｈｅＡｐｐｌｉｅｄＳｃｉ

ｅｎｃｅ公司４５４焦磷酸测序仪、ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司的Ｓｏｌｉｄ

系统、Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司的Ｓｏｌｅｘａ测序等
［８１０］。单分子测序主要包

括 Ｈｅｌｉｃｏｓ公司的全内反射显微镜技术
［１１］、ＰａｃｉｆｉｃＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ

公司的零级波导纳米结构技术及 ＶｉｓｉＧｅｎ公司的荧光共振能

量转移技术等［１２１３］。它们最大的特点是不需要模板的预先扩

增，而是一个在单一ＤＮＡ分子组成的阵列上利用各种物理技

术手段来观察和记录ＤＮＡ聚合酶合成ＤＮＡ的过程，但都遵

循了类似的工作流程［１４］，见图１、２。

图１　　克隆扩增型测序流程图

３　全基因组测序在海洋致病菌研究中的应用

海洋致病菌以金黄色葡萄球菌，铜绿假单胞菌，以及弧菌

属的副溶血弧菌、创伤弧菌、溶藻弧菌等较为常见，目前这５个

菌种中有２５株金黄色葡萄球菌、４株铜绿假单胞菌、３株创伤

弧菌和１株副溶血弧菌完成了精细图的绘制，有４８株金黄色

葡萄球菌、５株铜绿假单胞菌、６株副溶血弧菌和２株溶藻弧菌

完成了草图的绘制。海洋致病菌的基因组测序对于人类认识

海洋致病菌的完整生物学功能具有重要意义，有助于对海洋致

病菌形态、结构、代谢途径、毒力岛等的发现及致病与耐药机制

的研究，为研制特异的诊断试剂、有效药物和保护性强的疫苗

提供科学的依据。

３．１　建立灵敏、特异和快速的海洋病原菌分子生物学诊断技

术　致病性弧菌属是海洋环境战创伤感染的重要致病菌，可引

起人类肠道传染和伤口感染、食物中毒、疏松结缔组织炎甚至

原发性败血症，后者的病死率超过５０％
［１５］。临床上常规分离

培养不适宜大量样品的分析，而且由于弧菌的表型不稳定，非

典型菌株很常见，使得鉴定复杂化［１６］。根据染色体上的保守

序列设计探针和引物，采用 ＰＣＲ 技术和环介导等温扩增

（ＬＡＭＰ）技术针对致病菌的某个特异性的基因可以进行快速、

定量、敏感和特异的检测，目前创伤弧菌［１７１８］、溶藻弧菌和副

溶血弧菌等都有相关报道［１９２０］。随着三株创伤弧菌基因组测

序工作的完成，为研究创伤弧菌的基因组结构和功能打下坚实

的基础，更为建立创伤弧菌分子生物学检测技术提供了丰富的

基因水平的信息。目前用于ＬＡＭＰ技术快速诊断创伤弧菌的

特异性基因有ｖｃｇＣ
［１８］、ｖｖｈＡ

［２１］、ｒｐｏＳ
［２２］等，其中ＴｈａｎａｉＳｕｒ

ａｓｉｌｐ等人建立了基于ｒｐｏＳ基因靶点的ＬＡＭＰ与横向流动试

纸条法联合检测技术［２２］，具有更好的特异性和灵敏度，并且操

作安全、简便、快捷，具有广泛的应用前景。

图２　　单分子测序流程图

３．２　基因组测序在海洋致病菌毒力岛研究中的应用　近年

来，人们发现在许多病原菌中都存在着毒力岛并具有以下特

点：（１）毒力岛通常是染色体上一个２０～ｌ００ｋｂ的编码细菌毒

力的ＤＮＡ片段；（２）毒力岛两侧常有重复序列和插入元件；

（３）毒力岛往往位于细菌染色体的ｔＲＮＡ位点附近或位于与质

粒、噬菌体整合有关的位点；（４）毒力岛ＤＮＡ片段的Ｇ＋Ｃ百

分比、密码使用与宿主菌染色体具有明显差异；（５）毒力岛具有

不稳定性，并含有一些潜在的可移动成分，如插入序列、插入

酶、转位酶等。因此在基因组测序完成之后，根据以上特点应

用生物信息学软件可以发现海洋致病菌新的毒力岛及其相关

致病机制［２３］。Ｃｏｈｅｎ等
［２４］在研究创伤弧菌分型时利用六个管

家基因的多位点测序分型法将６３株来自不同标本的创伤弧菌

划分成两大谱系［２４］，Ⅰ系仅由生物１型构成，Ⅱ系由部分１型

和全部２型构成。而且发现Ⅰ系菌株有一个３３ｋｂ大小的毒

力岛Ⅻ区，通过比较基因组学发现，毒力岛有三分之一的区域

为该物种所特有，Ⅻ区包含一个芳基硫酸酯酶基因族，一个硫

酸盐还原系统，两个软骨素酶基因和一个短肽 ＡＴＰ结合盒转

运系统共同发挥清除作用，有利于创伤弧菌在人体或水生环境

中生存，在人类的致病过程中也发挥着重要作用。同时

ＧｏｎｚáｌｅｚＥｓｃａｌｏｎａ等
［２５］利用１６Ｓ２３ＳｒＲＮＡ基因间隔区扩增

法也得出了相似的结论，另外测序发现两谱系间隔１区的５′和

３′端都含有一个保守序列，两谱系的主要区别在于构成间隔１

区的ｔＲＮＡ基因不同，相同谱系的间隔１区由于在５′或３′端的

保守序列中插入了３５ｂｐ大小的插入序列也不完全相同。因

此利用细菌基因组的测序数据结合生物信息学方法可以实现

对细菌的毒力因子、微进化、ｔＲＮＡ和ｒＲＮＡ预测等方面的全
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面认识，为细菌致病机制的研究提供了一个切实可行的思

路［２６２７］。

４　展　　望

随着微生物基因组大规模测序的开展，已有近２０００株细

菌完成了基因组测序和注释工作，随即进入了功能基因组学研

究，而海洋致病菌的基因组学研究尚处于起步阶段。在基因组

测序工作完成之后，可通过生物信息学的方法寻找耐药基因和

编码保护性抗原的基因，通过相关生物学软件进行药物和疫苗

设计，进而能够缩短药物和疫苗研制的时间，成为药物开发和

疫苗设计的一种非常可行的方法。基因组实际存在的天然产

物生物合成途径比有机体产生的天然产物更多，借鉴陆栖微生

物的研究方法，通过基因组序列分析并人工诱导沉默基因表达

而得到新的生物活性物质等，为人们探索新的生物活性物质提

供了又一有效的手段，以期有更多的微生物药物通过这种途径

在海洋致病菌中被发现［２８］。全基因组测序完成后也有助于以

前由于成分复杂而难以发现的致病基因的发现，为我们了解海

洋致病菌的致病性和毒力因子提供了有效的途径，对于认识海

洋致病菌的进化规律、阐述海洋致病菌的致病机制以及预测新

发传染病等方面也具有重要的意义。
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ｏｆａｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎａｓｓａｙｆｏｒｒａｐｉｄａｎｄ

ｓｅｎｓｉｔｉｖｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＶｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ［Ｊ］．ＪＦｏｏｄＰｒｏｔ，

２０１１，７４（９）：１４６２１４６７．

［２１］ＨａｎＦ，ＧｅＢ．Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆａｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａ

ｔｉｏｎａｓｓａｙｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇＶｉｂｒｉｏｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓｉｎｒａｗｏｙｓｔｅｒｓ［Ｊ］．Ｆｏｏｄ

ｂｏｒｎｅＰａｔｈｏｇＤｉｓ，２００８，５（３）：３１１３２０．

［２２］ＳｕｒａｓｉｌｐＴ，ＬｏｎｇｙａｎｔＳ，ＲｕｋｐｒａｔａｎｐｏｒｎＳ，ｅｔａｌ．Ｒａｐｉｄａｎｄｓｅｎｓｉ

ｔｉｖｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＶｉｂｒｉｏｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓｂｙｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｌａｔｅｒａｌｆｌｏｗｄｉｐｓｔｉｃｋｔａｒｇｅｔｅｄｔｏｒｐｏＳ

ｇｅｎｅ［Ｊ］．ＭｏｌＣｅｌｌＰｒｏｂｅｓ，２０１１，２５（４）：１５８１６３．

［２３］ＨａｃｋｅｒＪ，ＢｌｕｍＯｅｈｌｅｒＧ，ＭüｈｌｄｏｒｆｅｒＩ，ｅｔａｌ．Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ

ｉｓｌａｎｄｓｏｆｖｉｒｕｌｅｎｔｂａｃｔｅｒｉａ：ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，ｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｉｍｐａｃｔｏｎｍｉ

ｃｒｏｂｉａｌｅｖｏｌｕｔｉｏｎ［Ｊ］．ＭｏｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，１９９７，２３（６）：１０８９１０９７．

［２４］ＣｏｈｅｎＡＬ，ＯｌｉｖｅｒＪＤ，ＤｅＰａｏｌａＡ，ｅｔａｌ．Ｅｍｅｒｇｅｎｃｅｏｆａｖｉｒｕｌｅｎｔ

ｃｌａｄｅｏｆＶｉｂｒｉｏｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓａｎｄｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｗｉｔｈｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆａ

３３ｋｉｌｏｂａｓｅｇｅｎｏｍｉｃｉｓｌａｎｄ［Ｊ］．ＡｐｐｌＥｎｖｉｒｏｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００７，７３

（１７）：５５５３５５６５．

［２５］ＧｏｎｚáｌｅｚＥｓｃａｌｏｎａＮ，ＪａｙｋｕｓＬＡ，ＤｅＰａｏｌａＡ．ＴｙｐｉｎｇｏｆＶｉｂｒｉｏ

ｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓｓｔｒａｉｎｓｂｙｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙｉｎｔｈｅｉｒ１６Ｓ２３ＳｒＲＮＡｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃ

ｓｐａｃｅｒｒｅｇｉｏｎｓ［Ｊ］．ＦｏｏｄｂｏｒｎｅＰａｔｈｏｇＤｉｓ，２００７，４（３）：３２７３３７．

［２６］ＨｏｒｎｅｒＤＳ，ＰａｖｅｓｉＧ，ＣａｓｔｒｉｇｎａｎòＴ，ｅｔａｌ．Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓａｐｐｒｏａ

ｃｈｅｓｆｏｒｇｅｎｏｍｉｃｓａｎｄｐｏｓｔｇｅｎｏｍｉｃｓａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｏｆｎｅｘｔｇｅｎｅｒａ

ｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ［Ｊ］．ＢｒｉｅｆＢｉｏｉｎｆｏｒｍ，２０１０，１１（２）：１８１１９７．

［２７］ＭｅｄｖｅｄｅｖＰ，ＳｔａｎｃｉｕＭ，ＢｒｕｄｎｏＭ．Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌｍｅｔｈｏｄｓｆｏｒ

ｄｉｓｃｏｖｅｒｉｎｇｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｖａｒｉａｔｉｏｎｗｉｔｈｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

［Ｊ］．ＮａｔＭｅｔｈｏｄｓ，２００９，６（１１Ｓｕｐｐｌ）：Ｓ１３Ｓ２０．

［２８］邢芸，刘景晶，顾觉奋．激活沉默基因以产生新抗生素的研究进展

［Ｊ］．国外医药抗生素分册，２０１０，３１（２）：４９５３．

（收稿日期：２０１２０５０４）

·２３６２· 国际检验医学杂志２０１２年１１月第３３卷第２１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０１２，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．２１


