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百日咳鲍特菌基因组多态性分析
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　　摘　要：目的　了解百日咳鲍特菌（简称百日咳杆菌）基因组特征。方法　应用百日咳杆菌等位基因分型法和多位点可变数

量串联重复序列分析（ＭＬＶＡ）法分析百日咳杆菌基因多态性，同时对２种分型方法的多态性指数进行统计学分析。结果　百日

咳黏附素（Ｐｒｎ）、支气管黏附因子（ｔｃｆＡ）和百日咳毒素基因上游启动子区域（ｐｔｘＰ）３种等位基因序列分析结果显示，共发现３种等

位基因组合型：Ｐｒｎ１／ｐｔｘＰ１／ｔｃｆＡ２、Ｐｒｎ２／ｐｔｘＰ３／ｔｃｆＡ２和Ｐｒｎ３／ｐｔｘＰ１／ｔｃｆＡ２，所占比例分别为７１．４３％、１９．０５％和９．５２％。ＭＬＶＡ

法将２１株分离菌株分成了１２个不同的 ＭＬＶＡ型，ＭＬＶＡ１３６型和 ＭＬＶＡ１５２型为主要流行 ＭＬＶＡ型，所占比例分别为

２８．５７％和１９．０５％，并发现１种新 ＭＬＶＡ型菌株。统计学分析表明 ＭＬＶＡ法较等位基因分型法具有更高的分辨率。结论　国

内部分地区百日咳杆菌流行菌株与欧洲其他国家不同，掌握百日咳杆菌分子流行病学的第一手资料，对有效预防和控制百日咳的

流行以及制定新的百日咳疫苗免疫策略具有指导意义。
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　　百日咳是由百日咳鲍特菌（简称百日咳杆菌）引起的一种

婴幼儿急性呼吸道传染病。尽管中国自２０世纪９０年代以来

国内百日咳疫苗接种覆盖率一直维持在较高水平，但每年仍有

不少百日咳病例的报道，局部地区甚至出现暴发流行，给人民

健康造成严重威胁［１２］。目前，国内对百日咳杆菌的分子特征

研究较少，为了加强传染病防控和病原溯源的能力，亟需了解

百日咳杆菌流行菌株的基因组变异特点和分子流行趋势。脉

冲场凝胶电泳法（ＰＦＧＥ）作为分子流行病学研究工具自２０世

纪９０年代用于百日咳杆菌分子流行病学的研究
［３］，但该方法

要求分析的样品为活菌，且因为缺乏国际统一标准化实验方

案，ＰＦＧＥ分型结果不能直接在实验室之间进行比较
［４］。为了

进一步探讨全球百日咳杆菌分子进化特征，国际同行建立了多

种通用基因多态性和病原鉴定、溯源的ＤＮＡ分型方法及相关

数据库［５７］。本研究采用包含６个可变数量串联重复序列（ＶＮ

ＴＲ）位点的多位点可变数量串联重复序列分析（ＭＬＶＡ）法，并

结合百日咳黏附素（Ｐｒｎ）、气管黏附因子（ｔｃｆＡ）和百日咳毒素基

因上游启动子区域（ｐｔｘＰ）等位基因序列分析法对国内部分地区

分离的百日咳杆菌菌株进行多态性分析，以了解国内实施百日

咳疫苗接种多年后，流行菌株在分子水平的动态变化。

１　材料与方法

１．１　菌株　收集来自河北和北京地区１９９７～２００７年分离的

百日咳杆菌菌株，共２１株。

１．２　仪器与试剂　ＰＣＲ仪为日本 ＡＳＴＥＣ公司产品；台式高

速离心机为德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司产品；水平板电泳槽为北京六
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一仪器 厂 产 品；凝 胶 成 像 系 统 为 美 国 ＧＥ 公 司 产 品；

ＡＢＩ３７３０ＸＬ测序仪为美国 ＡＢＩ公司产品。鲍姜（ＢＧ）培养

基、蛋白胨水由中国药品生物制品检定所培养基室提供；全基

因组ＤＮＡ提取试剂盒为美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品；琼脂糖为英

国Ｏｘｉｏｄ公司产品；ＴａｑＤＮＡ聚合酶和ｄＮＴＰｓ为大连Ｔａｋａｒａ

公司产品；ＧｌｏｄＶｉｅｗＴＭ 核酸染料为北京赛百盛公司产品；

ＨｏｔＳｔａｒＴａｑＭａｓｔｅｒｍｉｘ酶体系为德国Ｑｉａｇｅｎ公司产品；Ｂｅｔａ

ｉｎｅ试剂为美国Ｓｉｇｍａ公司产品。

１．３　方法

１．３．１　细菌培养和ＤＮＡ提取　将百日咳杆菌菌株接种于Ｂ

Ｇ培养基，３７℃培养７２ｈ后进行第二代传代培养，再放置培养

箱培养，３６ｈ后用于细菌全基因组ＤＮＡ提取（按试剂操作说

明书进行）。

１．３．２　百日咳杆菌的等位基因序列分析　参照文献［５］，以

ＧｅｎＢａｎｋ数据库中百日咳杆菌Ｐｒｎ（ＧｅｎＢａｎｋ编号Ｊ０４５６０）、ｔｃ

ｆＡ（ＧｅｎＢａｎｋ编号Ｕ１６７５４）和ｐｔｘＰ（ＧｅｎＢａｎｋ编号Ｍ１４３７８）的

基因序列为参考，采用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计相应引

物，具体基因引物序列和核苷酸位置见表１；引物由大连Ｔａｋａ

ｒａ公司合成。

　　按照下述ＰＣＲ反应体系及条件进行每种目的基因的ＰＣＲ

扩增。ｐｔｘＰ基因（５７４ｂｐ）、Ｐｒｎ（８６９ｂｐ）和ｔｃｆＡ（８４６ｂｐ）片

段的ＰＣＲ反应体系包括：１×ＰＣＲ缓冲液、０．２ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ

混合物、０．２ｍｏｌ／Ｌ引物（每条）、２．５ＵＥＸＴａｑＤＮＡ聚合酶、

２μＬＤＮＡ模板，用去离子水补至５０μＬ；反应条件：９４℃３

ｍｉｎ预变性，９４℃１ｍｉｎ、６０℃１ｍｉｎ、７２℃１ｍｉｎ，３０个循环，

７２℃延伸１０ｍｉｎ。Ｐｒｎ（１４８３ｂｐ）和ｔｃｆＡ （１３７１ｂｐ）片段

ＰＣＲ反应体系包括：１×ＧＣＰＣＲ缓冲液、０．４ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ

混合物、０．２ｍｍｏｌ／Ｌ引物（每条）、２．５ＵＬＡＴａｑＤＮＡ 聚合

酶、２μＬＤＮＡ模板，用去离子水补至５０μＬ；反应条件：９４℃３

ｍｉｎ预变性，９４℃１ｍｉｎ、６１℃１ｍｉｎ、７２℃２ｍｉｎ，３０个循环，

７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用２％琼脂糖电泳检测，将每种

靶基因特异性扩增片段与预期的目的基因片段大小相一致的

送北京诺赛基因组研究中心有限公司测序。

１．３．３　百日咳杆菌的 ＭＬＶＡ分析　本研究选择文献报道的

６个ＶＮＴＲ位点进行菌株基因组的多态性分析
［６７］，扩增片段

ＶＮＴＲ１～６的大小分别为３８３、１６１、１３５、２３４、１４３、２３４ｂｐ，位

点详细信息及扩增引物序列见表２。引物合成和荧光基团标

记由上海Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司完成。用上述各对 ＶＮＴＲ扩增引物

对百日咳杆菌ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，每个 ＶＮＦＲ位点的ＰＣＲ

反应体系见表３。反应条件为：９５℃ １５ｍｉｎ预变性，９５℃

２０ｓ、６７℃３０ｓ、７２℃１ｍｉｎ，２５个循环，６８℃延伸３０ｍｉｎ。为

保证扩增的准确性，每次ＰＣＲ反应设定以无菌去离子水为阴

性对照。将上述扩增成功的ＰＣＲ产物１μＬ加入 ＡＢＩ３７３０ＸＬ

测序仪专用的９６孔板内，进行ＰＣＲ产物大小分析，最后用仪

器自带Ｇｅｎｅｓｃａｎ软件计算产物的相对分子量。与已测序百日

咳杆菌 ＴｏｈａｍａⅠ菌株对比，计算出每个菌株在每个位点的

ＶＮＴＲ重复数。将 ＶＮＴＲ重复数结果导入ＢｉｏＮｕｍｅｒｉｃｓ４．０

软件，选择分类数据类型，使用 ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ方法进行聚

类分析，构建最小扩展树。

１．４　统计学处理　按照文献［７］所描述的方法进行Ｓｉｍｐｓｏｎ′ｓ

多态性指数。应用日本Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ软件中Ｆｉｓｈｅｒ精确检验方法

分析多态性指数的差异，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

表１　　用于基因扩增和测序的引物序列

引物名称 核苷酸位置 引物序列（５′→３′）

Ｐｒｎ１Ｆ １５１～１７２ ＡＴＧＴＣＴＣＴＧＴＣＡＣＧＣＡＴＴＧＴＣＡ

Ｐｒｎ１Ｒ １６５３～１６３２ ＧＴＣＣＴＧＣＡＴＧＡＣＧＡＣＣＡＧＣＴＴＧ

Ｐｒｎ２Ｆ １４７９～１４９８ ＣＴＣＧＡＡＣＧＴＣＧＧＴＧＣＧＣＴＡＣ

Ｐｒｎ２Ｒ ２３４７～２３２８ ＴＣＧＣＧＴＣＣＡＧＧＴＡＧＡＡＡＣＣＧ

ｐｔｘＰＦ ６０～７９ ＡＡＴＣＧＴＣＣＴＧＣＴＣＡＡＣＣＧＣＣ

ｐｔｘＰＲ ６３３～６１４ ＧＧＴＡＴＡ ＣＧＧＴＧＧＣＧＧＧＡＧＧＡ

ｔｃｆＡ１Ｆ ２５１～２７０ ＣＣＡＣＡＴＴＧＡＴＴＣＡＧＧＣＣＧＣＴ

ｔｃｆＡ１Ｒ １０９６～１０７７ ＣＧＴＣＣＧＣＡＧＧＡＧＡＣＴＴＧＧＡＡ

ｔｃｆＡ２Ｆ ９７６～９９５ ＧＡＣＴＣＣＧＧＴＡＴＧＴＣＣＧＡＴＴＣ

ｔｃｆＡ２Ｒ ２３４６～２３２７ ＣＴＡＣＣＡＧＧＣＧＴＡＧＣＧＡＴＡ ＧＣ

表２　　ＶＮＴＲ引物序列（均以百日咳杆菌ＴｏｈａｍａⅠ菌株为参考）

引物名称 核苷酸位置 标记荧光基团及引物序列（５′→３′）

ＶＮＴＲ１Ｆ ２１９４５０７～２１９４５３１ ＨＥＸＣＣＴＧＧＣＧＧＣＧＧＧＡＧＡＣＧＴＧＧＴＧＧＴＧ

ＶＮＴＲ１Ｒ ２１９４８６２～２１９４８８９ ＡＡＡＡＴＴＧＣＧＧＣＡＴＧＴＧＧＧＣＴＧＡＣＴＣＴＧＡ

ＶＮＴＲ２Ｆ ２６４７５５０～２６４７５７２ ＨＥＸＣＧＣＧＣＣＧＣＣＴＡＣＧＡＣＣＧＣＴＡＴＧＧ

ＶＮＴＲ２Ｒ ２６４７４１２～２６４７４３９ ＣＣＣＧＣＧＣＣＧＡＡＧＡＴＣＴＣＧＣＣＡＡＡＧＡＴＡＴ

ＶＮＴＲ３Ｆ ２５９１４６４～２５９１４８４ ＦＡＭＧＣＣＴＣＧＧＣＧＡＡＡＴＴＧＣＴＧＡＡＣ

ＶＮＴＲ３Ｒ ２５９１３５０～２５９１３７３ ＧＣＧＧＧＣＧＡＧＧＡＡＡＣＧＣＣＣＧＡＧＡＣＣ

ＶＮＴＲ４Ｆ １８５２１１～１８５２３１ ＴＡＭＲＡＣＧＴＧＣＣＣＴＧＣＧＣＣＴＧＧＡＣＣＴＧ

ＶＮＴＲ４Ｒ １８５０００～１８５０２３ ＧＣＣＧＣＴＧＣＴＣＧＡＣＧＣＣＡＧＧＧＡＣＡＡ

ＶＮＴＲ５Ｆ １００５２９０～１００５３１９ ＴＡＭＲＡＧＡＡＧＣＣＧＧＣＣＣＡＣＣＣＧＡＧＣＴＣＣＡＧＧＣＴＣＴＴ

ＶＮＴＲ５Ｒ １００５１７７～１００５２０６ ＴＧＣＣＧＧＧＴＴＴＣＧＧＣＡＴＣＴＣＧＡＴＧＧＧＡＴＡＣＧ

ＶＮＴＲ６Ｆ ２０９９５２５～２０９９５４８ ＦＡＭＣＣＡＡＣＧＧＣＧＧＴＣＴＧＣＴＧＧＧＴＧＧＴＣ

ＶＮＴＲ６Ｒ ２０９９３１５～２０９９３３６ ＣＧＣＣＧＣＣＣＧＣＴＧＣＧＣＣＧＣＴＡＣＣ
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表３　　ＶＮＴＲ的ＰＣＲ反应体系

成分 ＶＮＴＲ１～５（μＬ） ＶＮＴＲ６（μＬ）

ＤＮＡ模板 ２ ２

引物１（１０μｍｏｌ／Ｌ） １ １

引物２（１０μｍｏｌ／Ｌ） １ １

Ｂｅｔａｉｎｅ（５ｍｏｌ／Ｌ） ４ ６

去离子水 ２ ０

ＴａｑＭａｓｔｅｒｍｉｘ酶体系 １０ １０

合计 ２０ ２０

２　结　　果

２．１　百日咳杆菌的等位基因序列分析　在百日咳杆菌的Ｐｒｎ

基因中，从第２６６位氨基酸开始连续形成多个 ＧＧｘｘＰ结构的

氨基酸序列（Ｇ：甘氨酸；Ｐ：脯氨酸；ｘ：任意氨基酸）。根据Ｐｒｎ

基因此区域形成 ＧＧｘｘＰ结构数量不同以及特定位置（例如

１０２、２６０、３３７、５３２及８５３位）氨基酸的不同将Ｐｒｎ基因分为

Ｐｒｎ１～１２亚型
［５，８］。本研究完成了２１株分离菌株的Ｐｒｎ全基

因序列测定，运用ＤＮＡＳｔａｒ软件分析比较，在这些菌株中共发

现３种Ｐｒｎ基因亚型，即Ｐｒｎ１、Ｐｒｎ２和Ｐｒｎ３，以Ｐｒｎ１基因型为

主，２０００年分离菌株中才出现Ｐｒｎ２或Ｐｒｎ３型菌株。研究人员

发现百日咳杆菌ｐｔｘＰ区域呈现一定多态性，根据特定位置突

变碱基不同将百日咳杆菌ｐｔｘＰ分成１１个亚型
［８９］。本研究显

示所分离菌株绝大多数仍为ｐｔｘＰ１亚型，占８０．９５％（１７／２１），

而其余均为ｐｔｘＰ３亚型。ｔｃｆＡ基因测序结果显示，所分离菌株

均为ｔｃｆＡ２亚型。根据上述３个基因序列分析结果，２１株菌株

共有３种等位基因组合型：Ｐｒｎ１／ｐｔｘＰ１／ｔｃｆＡ２、Ｐｒｎ２／ｐｔｘＰ３／ｔｃ

ｆＡ２和Ｐｒｎ３／ｐｔｘＰ１／ｔｃｆＡ２，所占比例分别为７１．４３％（１５／２１）、

１９．０５％（４／２１）和９．５２％（２／２１）。

２．２　百日咳杆菌的 ＭＬＶＡ分析　本研究参考 ＭＬＶＡ数据库

收录的各种 ＭＬＶＡ型的 ＶＮＴＲ信息，将２１株分离菌株分成

了１２个不同的 ＭＬＶＡ型，其中有１种 ＭＬＶＡ型未能在数据

库中检索到，将其命名为Ｎ１型。在２１株分离菌株中，ＭＬＶＡ

１３６型和１５２型为主，所占比例分别为２８．５７％（６／２１）和

１９．０５％（４／２１）。基于各种菌株ＶＮＴＲ位点的重复单位数，进

行最小扩展树的绘制，同时为了更加清楚反映不同时期的菌株

ＭＬＶＡ型的分布，以不同时期的菌株 ＶＮＴＲ位点为基础绘制

了最小扩展树。分离于２００２年的 ＢＰ１９０菌株为 ＭＬＶＡ７０

型，尽管该型菌株只发现１株，在最小扩展树分析结果显示分

离于１９９７～２００７年的菌株以 ＭＬＶＡ７０为中心，形成一个聚

类分布，见图１。

２．３　ＭＬＶＡ和等位基因分型方法的比较　在近期分离菌株

中发现主要 ＭＬＶＡ１３６型和１５２型均为 Ｐｒｎ１／ｐｔｘＰ１／ｔｃｆＡ２

型，而分离于２０００年以后的３株 ＭＬＶＡ９１型菌株均为Ｐｒｎ２／

ｐｔｘＰ３／ｔｃｆＡ２型，见图１。ＭＬＶＡ分型方法将２１株百日咳杆菌

菌株分成１２种 ＭＬＶＡ型（多态性指数为０．８６２），而等位基因

分型方法仅为３种（多态性指数为０．４６７），２种方法的多态性

指数差异有统计学意义（犘＜０．０１），证实了 ＭＬＶＡ方法在百

日咳杆菌基因多态性分析方面具有更高的分辨率。

图１　　百日咳杆菌不同 ＭＬＶＡ型的最小

扩展树分析图

３　讨　　论

本研究以百日咳杆菌中２种重要的细菌表面蛋白基因

Ｐｒｎ和ｔｃｆＡ以及ｐｔｘＰ为分子标记，分析了２１株百日咳菌株基

因组多态性。这些菌株的基因型以 Ｐｒｎ１／ｐｔｘＰ１／ｔｃｆＡ２型为

主，含Ｐｒｎ２或Ｐｒｎ３的菌株较少。在其他实施百日咳疫苗接种

历史较长和接种覆盖率较高的国家，含Ｐｒｎ１基因亚型的菌株

多为疫苗株或分离于未免疫接种时期及免疫接种初期，到了

２０世纪８０年代末，逐渐被基因组中含Ｐｒｎ２的菌株所代替
［３５］。

在中国大陆地区，２０００年后才发现基因组中含Ｐｒｎ２的菌株，

且出现频率较低。这可能与中国大陆地区早期百日咳疫苗免

疫接种覆盖率较低或不同地区间疫苗免疫接种覆盖率不平衡

有关，这些因素可能对Ｐｒｎ基因的分子进化产生一定影响。

研究结果表明，所分析菌株中有４株为ｐｔｘＰ３型，且这４

株其他２个基因亚型均为Ｐｒｎ２和ｔｃｆＡ２。根据笔者以前与芬

兰百日咳参考实验室协作进行的ＰＦＧＥ实验结果
［１０］，这４株

菌株ＰＦＧＥ型均为ＢＰＳＲ１１，为目前欧洲百日咳杆菌流行菌株

的ＰＦＧＥ型
［３］。这些结果提示尽管在中国目前流行菌株的主

要基因型（Ｐｒｎ１／ｐｔｘＰ１／ｔｃｆＡ２）与欧洲的ＰＦＧＥ型不同，但在中

国仍存在一定数量的欧洲目前主要流行菌株。Ｍｏｏｉ等
［９］研究

表明含有ｐｔｘＰ３的细菌通过适应性进化，感染性较强，具有较

大的传播性。在中国未来是否该类型细菌能够替代现有的流

行菌株，应密切进行监控。

本研究通过 ＭＬＶＡ法得到的百日咳杆菌基因多态性的分

布表明，中国的百日咳杆菌分子流行趋势与其他欧洲一些国家

明显不同［６７，１１］。在欧洲国家目前主要流行菌株的 ＭＬＶＡ型

为 ＭＬＶＡ２７和２９型，而在本研究收集的菌株中并没有发现

这些 ＭＬＶＡ型菌株，仅发现一些在部分国家流行的 ＭＬＶＡ

型，例如在英国和澳大利亚的主要流行菌株为 ＭＬＶＡ７０型。

同时本研究显示尽管菌株的 ＭＬＶＡ型不同，但其毒力和抗原

等位基因型（例如Ｐｒｎ、ｐｔｘＰ和ｔｃｆＡ）相同，表明ＶＮＴＲ基因位

点进化快于表面蛋白和膜蛋白基因等毒力和抗原基因，这也说

明ＶＮＴＲ位点适合用于细菌基因组多态性分析，尤其是较短

时间的病原体基因组的改变。此外，ＭＬＶＡ分型法与等位基

因分型法检测菌株多态性相比较差异具有统计学意义，进一步

证实ＶＮＴＲ位点用于百日咳杆菌菌株分析的实用性。

总之，尽管在中国未出现扩张性克隆的流行菌株，但在本

研究收集的２０００年以后分离的菌株中也发现了目前英国和澳

大利亚的主要流行菌株 ＭＬＶＡ７０型，以及有较强感染性的含
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有ｐｔｘＰ３基因亚型的 ＭＬＶＡ９１型菌株，这些菌株应当是以后

分子流行病学监控的重点。同时，应收集更多来自不同地区的

百日咳杆菌菌株，尤其是２００７年以后的分离菌株，用于分子流

行病学研究，再结合血清学、流行病学研究资料，从而更加全面

地了解和认识国内百日咳杆菌流行现状和趋势，从而对有效预

防和控制百日咳杆菌的流行以及制定新的百日咳疫苗免疫策

略奠定基础。
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统计资料类型

统计资料共有三种类型：计量资料、计数资料和等级资料。按变量值性质可将统计资料分为定量资料和定性资料。

定量资料又称计量资料，指通过度量衡的方法，测量每一个观察单位的某项研究指标的量的大小，得到的一系列数据资

料，其特点为具有度量衡单位、多为连续性资料、可通过测量得到，如身高、红细胞计数、某一物质在人体内的浓度等有一定

单位的资料。

定性资料分为计数资料和等级资料。计数资料为将全体观测单位（受试对象）按某种性质或特征分组，然后分别清点各

组观察单位（受试对象）的个数，其特点是没有度量衡单位，多为间断性资料，如某研究根据患者性别将受试对象分为男性组

和女性组，男性组有７２例，女性组有７０例，即为计数资料。等级资料是介于计量资料和计数资料之间的一种资料，可通过

半定量的方法测量，其特点是每一个观察单位（受试对象）没有确切值，各组之间仅有性质上的差别或程度上的不同，如根据

某种药物的治疗效果，将患者分为治愈、好转、无效或死亡。
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