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　　摘　要：目的　建立金黄色葡萄球菌熔解曲线分子分型体系，应用于金黄色葡萄球菌食物中毒快速溯源。方法　根据文献合

成金黄色葡萄球菌ＶＮＴＲ位点的相应引物，用于检测已知ＰＦＧＥ型别的金黄色葡萄球菌，从中筛选出４个分辨力较高的位点。

在此基础上建立熔解曲线分子分型体系，检测５９株分离自食物中毒的金黄色葡萄球菌。结果　熔解曲线分子分型体系具有良好

的精密度，其批内重复性实验的标准差（狊）为０．０３～０．０５℃，批间重复性实验的狊为０．０４～０．０６℃，日间重复性实验的狊为０．０４

～０．０６℃。同时，熔解曲线分子分型体系能将５９株金黄色葡萄球菌分为１９个型别，包括１１个流行克隆和８个散发克隆，Ｓｉｍ

ｐｏｎ相关系数为０．９１６４。结论　建立的体系快速、灵敏度高、重复性好，能应用于金黄色葡萄球菌食物中毒的快速溯源和筛查。
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　　金黄色葡萄球菌（以下简称金葡菌）在自然界中普遍存在，

是造成人类食物中毒的常见致病菌之一［１］。在欧盟，１９９３年

至１９９８年共发生了９２６起金葡菌食物中毒事件，占食源性疾

病的４．５％
［２］。近年来，我国由金葡菌引起的食物中毒事件在

全国已占据第４位
［３］。深圳市食品污染物监测数据显示，平均

有５．０％的食品存在金葡菌污染，而在散装熟食肉制品和豆制

品中，这一比例则高达３０．０％
［４］。对疑似食物中毒的检测，其

最重要的技术难点是实现从问题食品到患者的溯源，而分子分

型是实现食物中毒准确溯源的主要技术依托。脉冲场凝胶电

泳（ＰＦＧＥ）由于重复性好、分型率高、分辨能力强而被认为是

金葡菌分型技术的金标准［５６］。由于ＰＦＧＥ操作繁琐，室间比

对困难，近年来人们致力于研究基于ＤＮＡ序列的分子分型方

法。随着细菌基因组工作的蓬勃开展，人们发现数目可变串联

重复序列（ｖａｒｉａｂｌｅｎｕｍｂｅｒｏｆｔａｎｄｅｍｒｅｐｅａｔｓ，ＶＮＴＲ）普遍存

在于各类细菌中，且存在明显的多态性。目前，基于ＶＮＴＲ的

分型技术的研究主要侧重于优化测序方法，分析序列间亲缘进

化关系。本研究则利用熔解曲线能灵敏反应序列差异的特性，

不需要测序就能快速分辨来自不同克隆群的金葡菌株，从而为

食物中毒快速溯源提供技术支持。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　金葡菌５９株，于２００６～２０１０年分离自１２例

食物中毒患者，主要从剩余食品、患者肛拭子或粪便中分离。

１．２　仪器与试剂　ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ购自宝生物工程（大

连）有限公司，营养肉汤、血平板及血浆凝固酶均购置北京陆桥

技术有限责任公司。ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ２．０实时荧光定量ＰＣＲ系

统为罗氏公司产品，电恒温培养箱（ＰＹＸ２８０５Ａ）购自广东韶

关科力仪器公司，台式离心机（ＳＩＧＭＡＩ１３）购自德国贝克曼公

司，超微量分光光度计（ＮＤ１０００）购自美国基因有限公司。

１．２　方法

１．２．１　菌株的分离和鉴定　所有分离的野生菌株都已按照国

标ＧＢ／Ｔ４７８９．１０２００８进行检测，鉴定为金葡菌。

１．２．２　实时荧光定量ＰＣＲ　（１）模板提取参照试剂盒说明书

进行；（２）反应体系：反应总体积为２０μＬ，内含ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ

ＥＸＴＭ（２×）１０μＬ；ｐｒｉｍｅｒＦ０．４μＬ；ｐｒｅｍｅｒＲ０．４μＬ；Ｒｏｘ

（荧光染料）０．４μＬ；ＤＮＡ模板２μＬ；ｄＨ２Ｏ７．２μＬ。（３）反应

条件：９５℃、３０ｓ、２０℃／ｓ；９５℃、５ｓ、２０℃／ｓ，５５℃、３０ｓ（单通
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道检测）、２０℃／ｓ、７２℃３０ｓ，共４０个循环；最后６０℃、１５ｓ、

０．０５℃／ｓ。

１．２．３　参比菌株的筛选　将ＰＦＧＥ分型方法作为金标准，选

择已知ＰＦＧＥ分型结果的金葡菌作为参比菌株。每种型别中

随机挑选一株作为代表株，共选出１２株金葡菌代表１２种不同

带型。

１．２．４　分型位点的筛选　根据文献［７８］针对不同的 ＶＮＴＲ

位点设计引物，检测１５株已知ＰＦＧＥ带型的参比菌株，分析不

同带型菌株在同一位点的熔解曲线变化情况，排除没有变化或

变化不灵敏的位点，剩余位点组成分析体系做进一步分析。

１．２．５　精密度评价　（１）批内重复性实验：每批测试放置３１

管阳性样本和１管阴性对照，测试３批平行样，共分析９３个数

据的标准差。（２）批间重复性试验：将样本随机插入每批样中

进行测试，记录样本每批实验的检测值，分析其标准差。（３）日

间重复性试验：用固定的模板和引物体系进行每日检测，连续

２０ｄ，每天一次。记录每天的检测值，分析其标准差。

１．２．６　熔解曲线分型效能分析　用筛选得到的４个分型位点

（ＶＮＴＲ６１０１、ＶＮＴＲ６１０２、ＶＮＴＲ６１０２３、ＶＮＴＲ６３０１）分

别检测５９株金葡菌野生株。每株菌检测４个ＶＮＴＲ位点，共

获得４个Ｔｍ值。依次用 ＢｉｏＮｕｍｅｒｉｃｓ４．６软件对４个位点

分别进行分析，聚类图绘制采用非加权组平均数（ＵＰＧＭＡ）方

法。用Ｓｉｍｐｏｎ公式计算不同位点组合的分辨系数（ＤＩ值）。

２　结　　果

２．１　分型位点筛选　ＶＮＴＲ６１０１位点有９个有差异且稳定

的Ｔｍ值，ＶＮＴＲ６１０２为６个，ＶＮＴＲ６１０２３为７个，ＶＮＴＲ

６３０１为８个，其余位点分为１～３个。选择分型效果灵敏的４

个位点组成分型体系，做进一步分析。

２．２　精密度评价　使用贝塞尔公式计算以下三种重复性实验

的标准差（狊）。（１）批内重复性实验中，ＶＮＴＲ６１０１位点体

系：狀＝９３，狊＝０．０４℃，极差０．１２℃；ＶＮＴＲ６１０２位点体系：狀

＝９３，狊＝０．０３℃，极差０．１５℃；ＶＮＴＲ６１０２３位点体系：狀＝

９３，狊＝０．０４℃，极差０．１１℃；ＶＮＴＲ６３０１位点体系：狀＝９３，

狊＝０．０５℃，极差０．１４℃。（２）批间重复性试验中，ＶＮＴＲ６１

０１位点体系：狀＝１２，狊＝０．０６℃，极差０．１８℃；ＶＮＴＲ６１０２

位点体系：狀＝１１，狊＝０．０５℃，极差０．１５℃；ＶＮＴＲ６１０２３位点

体系：狀＝１３，狊＝０．０４℃，极差０．１４℃；ＶＮＴＲ６３０１位点体

系：狀＝１２，狊＝０．０５℃，极差０．１４℃。（３）日间重复性试验中，

ＶＮＴＲ６１０１位点体系：狀＝２０，狊＝０．０４℃，极差０．１５℃；ＶＮ

ＴＲ６１０２位点体系：狀＝１１，狊＝０．０６℃，极差０．１３℃；ＶＮＴＲ

６１０２３位点体系：狀＝１３，狊＝０．０６℃，极差０．１４℃；ＶＮＴＲ６３

０１位点体系：狀＝１２，狊＝０．０４℃，极差０．１５℃。

２．３　分型效果评价

２．３．１　聚类分析结果　对５９株来自于１２起食物中毒的金葡

菌进行了熔解曲线检测，每株菌检测４个位点的Ｔｍ值，用Ｂｉｏ

Ｎｕｍｅｒｉｃｓ４．６软件依次对不同位点组合进行分析，聚类分析采

用非加权组平均数（ＵＰＧＭＡ）。４种位点组合依次将５９株菌

分为９、１３、１５、１９个型别见表１、附图１（见《国际检验医学杂

志》网站主页“论文附件”）。同时，这５９株金葡菌被ＰＦＧＥ方

法分为１５个型别。

２．３．２　分辨力评价　根据聚类分析结果，进一步运用Ｓｉｍｐ

ｓｏｎ相关系数来评价不同位点组合的分辨率。随着位点的增

加，位点组合的ＤＩ值依次提高，见表１。组合４将５９株菌分成

１９个克隆，包括１１个流行克隆和８个散发克隆。克隆１有８

株，克隆２有４株，克隆３有５株，克隆４有３株，克隆５有７

株，克隆６有２株，克隆７有３株，克隆８有１２株，克隆９有２

株，克隆１０有３株，克隆１１有２株。

表１　　不同位点组合的聚类分析结果和分辨系数

组合

编号
ＶＮＴＲ位点或组合

聚类分析

型别（狀）

分辨系数

（ＤＩ值）

１ ６１０１ ９ ０．８４９８

２ ６１０１和６１０２ １３ ０．８６５０

３ ６１０１、６１０２和６１０２３ １５ ０．８８７２

４ ６１０１、６１０２、６１０２３和６３０１ １９ ０．９１６４

３　讨　　论

ＶＮＴＲ又称小卫星ＤＮＡ，其普遍存在于各类细菌中。每

个ＶＮＴＲ位点由中间的核心区和外围的侧翼区组成，核心区

为串联重复序列首尾紧密相连。许多临床分离菌株的研究证

实，同一 ＶＮＴＲ位点在不同菌株间，其重复单元的拷贝数不

同，即存在明显的多态性，但其侧翼序列具有高度保守性［９］。

根据被检菌株某位点的碱基数量，减去上下游侧翼区碱基数

量，可推算出该位点的重复单元的拷贝数，所有位点的重复单

元数可成为该菌株的数字编码如３１２１，具有高度特异性。

目前，国内外关于ＶＮＴＲ扩增产物的分析，主要是测序和

电泳两种方法。电泳方法主要是将扩增产物的电泳位置与

ＤＮＡ标准带（Ｍａｒｋｅｒ）进行对比，利用软件估算出产物的片段

大小。这种方法误差为±１０ｂｐ，不能用于短重复序列 ＶＮＴＲ

位点的研究，且步骤较繁琐。测序方法主要是检测产物序列，

去掉两端侧翼区序列后得到高变区序列，然后通过计算得到重

复单元数。这种方法需要专用仪器且费用较高，不利于在基层

推广。

高分辨率熔解曲线（ＨＲＭ）分析是一门新兴的技术。它通

过在ＰＣＲ体系中加入饱和染料，在ＰＣＲ结束之后直接运行高

分辨率熔解，通过比对ＤＮＡ双链解链的 Ｔｍ值和图形，就可

以发现相互间的微小序列差异，完成对样品基因型的分析。这

种检测方法不受碱基位点与类型的局限，不需要序列特异性探

针，实现了闭管操作，从而应用在突变扫描、序列配对和基因分

型等多个方面。

前述电泳和测序方法，其目的都是为了了解 ＶＮＴＲ位点

的片段大小，最终得到重复单元数。但是，本课题应用的熔解

曲线方法则另辟蹊径。这个方法不能得到片段大小，但是它能

精确比对同一 ＶＮＴＲ位点在不同菌株之间的差异。当 Ａ株

与Ｂ株的同一ＶＮＴＲ位点相差１个重复单元或以上时，两者

熔解曲线的Ｔｍ值和图形都会有差异，Ｔｍ值差异的大小与

ＤＮＡ序列差异的多少有一定关系。当对多个 ＶＮＴＲ位点同

时进行分析，其系列Ｔｍ值和熔解曲线可形成数字化结果及图

谱，同一克隆群的菌株有着相近的 ＨＲＭ 结果，而亲代关系较

远的菌株，其 ＨＲＭ 结果差异较大。将一株菌数个 ＶＮＴＲ位

点的Ｔｍ值作为一组数列，用软件进行聚类分析，可以获得菌

株之间的亲缘近代关系。

本次研究获得了良好的精密度，批内、批间和日间重复性

实验的标准差为０．０３～０．０６℃，极差为０．１１～０．１８℃，能否

较好的区分不同菌株间序列差异。

以ＰＦＧＥ为金标准评价本研究的分型能力。ＰＦＧＥ能够

将５９株菌分为１２个型别，ＤＩ值为０．８５５０。而４个位点的熔

解曲线分型体系能将５９株菌分为１９个型 （下转第２３５８页）
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ＨＰＶ１６感染宫颈脱落细胞或其他人类细胞样本中病毒整合所

致Ｅ２基因破坏的发生有效可行。本方法仅限于检出Ｅ２基因

破坏的病毒整合，５例病变组样本未能分析到Ｅ２／Ｅ６基因拷贝

数比值的下降，并不能排除病毒整合。整合而导致的基因破坏

发生在其他位置的可能，需进一步设计新的方法加以分析。由

于国内外 ＨＰＶ病毒整合位点的研究数据尚不够充分，目前适

用于临床检出各种位点发生的 ＨＰＶ病毒整合的方法还有待

研究。此外本研究所检测的样本量不大，未检测到ＩＨＰＶ＝０．０

即完全整合型的样本，要阐明致癌分子机制尚需更多的相关样

本检测数据作支持。
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别，ＤＩ值为０．９１６４，熔解曲线分型体系的分型能力高于ＰＦ

ＧＥ。从表１可以看出，单独使用位点 ＶＮＴＲ６１０１已能获得

较好的分型能力，而随着位点的逐渐增加，分型能力缓慢上升。

这主要是因为ＶＮＴＲ６１０１的重复单位为６０ｂｐ且具有多变

性，比其他位点的分型能力强。所以，选择位点进行组合时，既

要考虑分型能力，也要考虑操作成本，当位点增加到一定程度

对提高分型能力作用不大时，则不再增加分析位点。

本研究能够将来自统一克隆的菌株分为同一型别，即能够

较准确的将来自不同食物中毒的菌株分为同一克隆，与流行病

学资料较为吻合。同时该方法操作简便、分析便捷、成本较低，

具有很好地在基层推广应用前景。
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