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溶藻弧菌分子分型技术的研究进展
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　　溶藻弧菌（犞犻犫狉犻狅犪犾犵犻狀狅犾狔狋犻犮狌狊）又名解藻朊酸弧菌，属弧

菌科（犞犻犫狉犻狅狀犪犮犲犪犲）弧菌属（犞犻犫狉犻狅），广泛分布于温带和热带海

洋中，对鱼、虾、贝等具有较强的致病性，污染的海产品可引起

人类食物中毒［１３］。此外，溶藻弧菌也可导致伤口感染，可引发

渔民或海上作业人员伤口、外耳道等的感染，当人体免疫功能

低下时，则能引起呼吸道、血液、颅内等部位的严重感染。近年

来，随着溶藻弧菌食物中毒案例报道的增多，对该菌的流行病

学调研引起人们越来越广泛的关注，细菌分型是流行病学研究

的一个重要手段，对于判断菌株之间的亲缘关系，追溯病原菌

来源，切断传播途径，制订有效应对措施具有非常重要的科学

意义和应用价值。本文就溶藻弧菌分子分型研究进展作一

综述。

１　 随机扩增多态性 ＤＮＡ（ｒａｎｄｏｍａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ

ＤＮＡｓ，ＲＡＰＤ）

ＲＡＰＤ技术是１９９０年研究者提出的一项分析ＤＮＡ多态

性的技术，其原理是在人工合成的随机引物以及热稳定ＤＮＡ

聚合酶的共同作用下，扩增目的 ＤＮＡ，得到一系列不连续

ＤＮＡ片段，电泳后，分析扩增产物的多态性，即为基因组ＤＮＡ

的多态性［４］。

ＲＡＰＤ技术具有极高灵敏度，能够成功区分出相似度极高

的基因组间的差异，所以当分析整个基因组或比较相似度极高

的基因组时，首选ＲＡＰＤ技术进行比较。在１９９９年，另有研

究者相继指出可将ＲＡＰＤ技术运用于微生物多样性研究。但

该技术仍有许多不足，如所用引物太短，使得退火温度过低，对

实验条件要求苛刻，实验结果稳定性差，重复率低，缺乏标准

化。

ＲＡＰＤ技术用于溶藻弧菌的分型研究已有报道，２００２年

Ｓｕｄｈｅｅｓｈａ等
［５］应用该方法对９株溶藻弧菌进行分型研究，将

其分成２群。同年，陈偿等
［６］运用８条随机引物对分离自不同

宿主、不同环境的８株溶藻弧菌菌株进行了ＲＡＰＤ分型研究，

得到４６条多态性条带，将８个株系分为３个类群。２０１１年欧

阳吉隆等［７］用该技术对海南地区２７株溶藻弧菌分型研究表

明，溶藻弧菌具有多种基因型，尤其是毒力菌株。２０１２年邬长

祥等［８］优化ＲＡＰＤ条件，利用１０条ＲＡＰＤ随机引物对来自４

个地区的１２７株溶藻弧菌进行了分型研究，获得１６４个多态性

位点。聚类结果将１２７株菌株分成２３个类群，并将来自福建

（３４株）、广西（２１株）、海南（２２株）、广东（５０株）的菌株分别分

为１１、７、１１、１９个类群。上述结果显示溶藻弧菌的同源性与地

理分布有关，来自同一地区的菌株同源性较高，反之亦然。

２　肠杆菌基因间重复共有序列（ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｌｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅｉｎ

ｔｅｒｇｅｎｉｃｃｏｎｓｅｎｓｕｓ，ＥＲＩＣ）ＰＣＲ

ＥＲＩＣ是一类长度为１２７ｂｐ的基因间重复序列，主要存在

于肠道细菌染色体上。由于其分布和拷贝数有种间的特异性，

被广泛应用于细菌分型研究。根据ＥＲＩＣ序列建立的ＥＲＩＣ

ＰＣＲ是在ＲＡＰＤＰＣＲ的基础上发展起来的一种细菌ＤＮＡ指

纹图谱分析法。Ｇｉｌｌｉｎｇｓ等
［９］研究指出，与 ＲＡＰＤＰＣＲ相比，

ＥＲＩＣＰＣＲ不需要模板序列已知，可以直接进行扩增，而且具

有结果稳定、重复性好的优点，由于其引物序列较长，退火温度

较高，所以ＰＣＲ产物经电泳后，可得到稳定及重复率高的图

谱，以便进行细菌分型研究。

在细菌分型研究中，ＥＲＩＣＰＣＲ不受纯培养的局限，且具

有分析速度快、提供的信息量大的优点。同样ＥＲＩＣＰＣＲ也有

不足，由于该技术基于ＰＣＲ反应之上建立，固然受ＰＣＲ本身

的局限，如扩增时会存在偏差或错误，细胞生理状况会影响反

应效率等。

在溶藻弧菌的分子分型研究中，陈偿等［１０］应用该技术对８

株分离自不同宿主、不同环境的溶藻弧菌进行了分型研究，获

得５５个在数量上分布均匀的扩增条带，结果显示不同环境、不

同宿主来源的溶藻弧菌具有较大的多样性。与ＲＡＰＤ结果比

较，ＥＲＩＣＰＣＲ结果更加稳定，且操作更加方便。２００６年Ｂｅｎ

ＫａｈｌａＮａｋｂｉ等
［１１］用ＥＲＩＣＰＣＲ将２００３～２００５年间从感染的

金头鲷和狼鲈中分离的３４株溶藻弧菌分成１９个基因型，并对

不同季节致病溶藻弧菌的基因型分布情况做了初步探索与分

析，表明了同一个体有时可以同时感染多种基因型的溶藻弧菌

致病菌。

３　核糖体分型（ｒｉｂｏｔｙｐｉｎｇ）

在细菌进化过程中，与其他基因相比，细菌核糖体 ＲＮＡ

（ｒＲＮＡ）基因具有相对保守的特点，所以可作为分子基础应用

于细菌遗传分型和菌株鉴定。目前被认为是衡量生命进化史

的最理想标尺。针对ｒＲＮＡ基因的核糖体分型能够产生重复

性和精确性较高的指纹图，从而实现从种水平区分近缘细菌，

因此该技术也被称作核糖体分型技术［１２１６］。

作为与核糖体蛋白结合的 ＲＮＡ分子，ｒＲＮＡ参与蛋白质

的翻译并起到关键作用。在原核生物中有３种形式（２３Ｓ、１６Ｓ

和５Ｓ）。其中由于１６ＳｒＲＮＡ大小适中，最适合核糖体分型研

究，该方法的原理是利用限制性内切酶酶切细菌ＤＮＡ，得到大

小不同的数条不连续ＤＮＡ片段，将其转移至膜上后，应用ｒＤ

ＮＡ进行杂交，获得菌株核酸指纹图谱，由于各菌株间有差异，
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所得条带自然有所不同。最后进行样本或数据库比对，达到分

型目的。随着基因组学的发展，几乎所有病原菌的１６ＳｒＲＮＡ

基因测序均已完成。

由于１６ＳｒＲＮＡ基因序列具有保守、稳定及存在普遍的特

点，使得在核糖体分型中应用该序列研究细菌分型具有重复率

极高的优势。当然核糖体分型也有一定的局限性：其分辨力中

等，流行病学上无关的菌株，有可能有相同的核糖体型图谱，需

要用到放射性同位素，成本很高，而且实验步骤较为繁琐。

作为微生物分型金标准，核糖体分型方法已被运用于溶藻

弧菌的研究。２００３年Ｚｏｒｒｉｌｌａ等
［１７］将分离自金头鲷等鱼类和

海水环境中的３４株溶藻弧菌进行了核糖体分型研究，应用

ＨｉｎｄⅢ内切酶酶切后将其分成２３种核糖体型，发现不同分离

宿主的菌种核糖体型有所不同，而且环境株和鱼类中分离到的

菌株也分属于不同的核糖体型。１９９９年Ｚａｎｅｔｔｉ等
［１８］对意大

利的撒丁岛北部海域分离的３０株溶藻弧菌进行了分型研究，

为得到较好的分型效果，研究中采用了３种限制性内切酶

ＨｉｎｄⅢ、ＫｐｎⅠ和 ＸｂａⅠ、ＸｂａⅠ酶切后产生了７种图谱，而

ＨｉｎｄⅢ、ＫｐｎⅠ分别产生了３种和４种图谱。

４　 脉冲场凝胶电泳（ｐｕｌｓｅｄｆｉｅｌｄｇｅｌｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＦＧＥ）

ＰＦＧＥ的原理是采用合适的核酸内切酶酶切目的ＤＮＡ，

产生数个ＤＮＡ片段，由于目的ＤＮＡ不同，产生的片段在数量

和大小上亦会有一定的差异，将所得片段在交变电场下电泳

后，比较所得核酸图谱，达分型研究目的。可以说，在一定意义

上，ＰＦＧＥ也是一种 ＲＦＬＰ，即限制性核酸片段多态性分析

法［１９］。与常规的电泳方法相比，由于ＰＦＧＥ使用交变电场，所

以可以筛出相对分子质量高达８００ｋｂ的ＤＮＡ分子，而常规的

电泳方法最大约为５０ｋｂ。Ｔｅｎｏｖｅｒ等
［２０］在１９９５年统一了判

断标准，即差异在２～３条酶切图谱，则认为两分离菌株关系密

切；差异在４～６个条带时，为可能相关；７个或７个以上条带，

则为不同。后来，美国疾病预防控制中心对其进行了补充，建

立了完善的ＰｕｌｓｅＮｅｔ体系，规范化和标准化了ＰＦＧＥ操作体

系及判断标准，同时建立了大规模食源性致病菌的数据库。目

前该方法作为分型方法已广泛用于流行病的溯源性研

究［２１２３］，如弧菌属、肠杆菌属和沙门氏菌属等。

作为肠球菌、肠杆菌和葡萄球菌分子分型的金标准，ＰＦ

ＧＥ具有很高的分辨率和可重复性。但其主要的缺点在于需

要长时间培育目的ＤＮＡ，非常耗时，所以不适合疾病暴发流行

时的大样本的研究，同时需要昂贵的专业设备。

在溶藻弧菌研究中，２００８年Ｒｅｎ等
［２３］利用低频限制性位

点聚合酶链反应技术和ＰＦＧＥ方法对将４５株溶藻弧菌进行分

型，结果将４５株溶藻弧菌分成了２４个基因型。

５　低频限制性位点聚合酶链反应技术（ｉｎｆｒｅｑｕｅｎｔｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ

ｓｉｔｅＰＣＲ，ＩＲＳＰＣＲ）

ＩＲＳＰＣＲ是美国研究人员在１９９６年提出的一种关于细菌

分型研究的ＤＮＡ指纹分析方法。其原理是采用高、低频率两

种限制性内切酶一起切割目的基因组ＤＮＡ，由于酶切的ＤＮＡ

序列不同，产生的ＤＮＡ条带亦不同，经连接体连接后，进行扩

增、电泳后，产生不同的条带，从而达到分型的目的。国内外学

者已应用ＩＲＳＰＣＲ方法对多种细菌分型
［２４２６］，如铜绿假单胞

菌、肺炎克雷伯菌、肠炎沙门菌、鲍曼不动杆菌和沙雷菌、脓肿

分枝杆菌、李斯特菌等。该方法可以与其他分子分型方法相结

合，以便提供更加可靠的溯源资料。ＩＲＳＰＣＲ方法优点在于

其分辨率较高、重复性较好、操作简单、耗时短而且不需要特殊

仪器。但是此方法对细菌分型具有局限，由于无法从克隆菌株

中区分与零散的念珠菌群落，使之与ＰＦＧＥ结果有所不同
［２４］。

目前该技术应用于溶藻弧菌方面的研究较少，２００８年，

Ｒｅｎ等
［２３］应用ＩＲＳＰＣＲ对分离自广东大亚湾海水环境和鱼类

中的４５株溶藻弧菌进行分型研究，应用 ＮｏｔⅠ和 ＨｈａⅠ内切

酶组合酶切扩增后，得到２４种酶切图谱，与应用ＰＦＧＥ进行分

型得到一致的结果，并且不同来源和不同宿主动物的菌株，

ＩＳＲＰＣＲ型有所不同，提示溶藻弧菌在进化过程中由于基因

转移、突变等原因导致了基因组多态性的产生，为分子流行病

学调研提供分子基础。

６　小　　结

溶藻弧菌的分子分型是流行病学调研重要手段之一，然而

国内外对于溶藻弧菌分型和基因组的多态性研究报道不多，尚

未见对溶藻弧菌进行系统的分子分型研究。综上所述，各分型

方法由于区分菌株所用的参数不同，鉴定菌株的近缘关系的能

力自然也不同，这在一定程度上会影响溶藻弧菌的溯源性研

究。所以我们可以设法巧妙结合多种不同的分型方法进行分

型研究，以弥补一种方法的不足。同时，有关分子分型的其他

技术，如多位点测序（ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｉｎｇ，ＭＬＳＴ）、差异

片段（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｇｉｏｎ，ＤＦＲ）和多位点串联重复序列分析（ｍｕｔｉ

ｌｏｃｕｓｖｎｔｒａｎａｌｙｓｉｓ，ＭＬＶＡ）等已经被用于副溶血弧菌、鼠疫耶

尔森氏菌等细菌的基因分型和基因组多态性研究中［２７３０］，得

到令人满意的分型溯源效果，目前尚未有报道将其应用于溶藻

弧菌的分型研究，在今后的研究中将应用上述技术对溶藻弧菌

的分型进行尝试。
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ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ在胰腺癌研究中的新进展

杨增俊１综述，陈　安
２审校

（１．第三军医大学学员旅学员四营，重庆４０００３８；２．第三军医大学西南医院

医学检验系临床生物化学教研室，重庆４０００３８）

　　关键词：胰腺癌；　ｍｉＲＮＡｓ；　肿瘤标志物；　诊断与治疗

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１４．１３．０３９ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１４）１３１７５５０４

　　胰腺癌是目前恶性程度最高的肿瘤之一，其所致死亡在世

界范围内居肿瘤死因的第４位，是所有消化系统肿瘤中第２位

最常见的恶性肿瘤［１］。由于起病隐匿、缺乏可靠的早期诊断标

志物，大多数胰腺癌患者发现时已处于晚期，少有手术切除机

会，且预后很差，５年生存率小于５％
［２］。因此，寻找胰腺癌特

异性的早期诊断标志物显得尤为迫切。ｍｉＲＮＡｓ是一类由

１７～２５个核苷酸组成的、内源性单链非编码ＲＮＡ分子。ｍｉＲ

ＮＡｓ不编码蛋白，而是通过与 ｍＲＮＡ 的３′端非编码区（３′

ＵＴＲ）的靶向结合，参与基因功能的调节
［３］。大量的研究表

明，ｍｉＲＮＡｓ与肿瘤的进展密切相关，ｍｉＲＮＡｓ通过基因表达

调控影响着细胞增殖、分化、凋亡、炎性反应、应激反应等病理

生理过程，是与肿瘤发生、发展密切相关的新的调节分子家族，
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