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细菌分型主要用于研究各菌株之间的克隆关系,确定感染

源和感染途径,防止和控制病原菌的流行,预防交叉感染,明确

致病力强的菌株和制定有效的控制措施等'

!

(

)传统的细菌分

型方法依赖于细菌表型特征鉴定#如生化反应,血清学特点等#

存在分辨率低,重复性差,操作繁琐,耗时费力等局限性'

"

(

)近

年来#随着分子生物学的发展#基因分型技术已广泛应用于病

原菌流行病学研究,医院感染控制,公共卫生防治等领域#采用

的技术较多#包括质粒指纹图谱分析,脉冲场凝胶电泳技术,限

制性内切酶技术等)选择合适的分型方法十分重要)本文就

近年来常用的分子生物学分型方法的原理,优势,局限性,应用

及研究进展等综述如下)
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质粒指纹图谱分析

!!

质粒指纹图谱分析根据质粒
R'.

电泳条带所构成的特

征性图谱对细菌进行分型#包括质粒图谱分析和质粒限制性内

切酶图谱分析#主要应用于细菌耐药基因流行传播的分析#常

用于葡萄球菌属和肠杆菌属细菌'

%

(

)

(@=@G=A=26

等'

/

(对
!&$

株金黄色葡萄球菌进行分析#发现
83

株携带不同数量的质粒#

且与耐药表型无关)该方法优点是操作相对简单,耗时少,费

用低#缺点在于质粒在某些因素作用下不稳定#可导致自发丢

失,获得及转移'

3

(

%其次#质粒图谱分析不能区分不含质粒的细

菌#而质粒指纹图谱区分细菌流行株和非流行株的能力有限)
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限制酶消化技术

!!

脉冲场凝胶电泳$

XZ])

&和限制性酶切片段长度多态性

分析$

XZ+X

&均利用不同的限制酶切割染色体
R'.

#产生不同

长度的酶切片段#通过电泳和
(:E<@;A0

杂交技术将病原菌分

型)现以
XZ])

为例进行简要介绍)

自
!4,/

年
(C@J=A<_

等'

$

(首次采用
XZ])

技术成功分离

酿酒酵母染色体
R'.

以来#

XZ])

以其重复性好,分辨力强而

被认为是细菌分子分型的1金标准2)其基本原理是通过电场

的不断改变#使包埋在凝胶中的
R'.

分子的泳动方向发生改

变#小分子
R'.

比大分子
R'.

泳动快#呈现特异的电泳图

谱#

R'.

条带的密集度一定程度上反映了细菌基因组
R'.

浓度及
R'.

分子的大小#最终达到分型的目的)目前#

XZ])

已成功应用于多种病原菌的流行病学研究)有研究对
%&

株肠

球菌进行分析#结果显示
XZ])

在分辨能力及重复性方面优于

其他分型方法'

8

(

)然而#该方法耗时长,操作复杂#且电泳图谱

分析易受操作人员技术水平的影响#给不同实验室间的比较带

来一定困难'

,

(

)其次#

XZ])

分析费用高#所需设备价格昂贵#

难以推广)再者#

XZ])

检测结果显示的是病原菌电泳条带#

而不是其
R'.

序列#在分析结果时必须根据其他流行病学资

料或其他分子分型资料等进行合理的解释'

4-!&

(

)此外#

R=D67

等'

4

(研究发现其对大小相似的片段分辨力不高)另有研究发

现
XZ])

不适宜用来分析有广泛基因重组现象的细菌'
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(

)
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基于聚合酶链反应$

X*S

%的分型技术

!!

X*S

是一种广泛应用的
R'.

体外扩增合成技术)在

X*S

基础之上已衍生出多种用于细菌基因分型方法)

D#B

!

扩增片段长度多态性分析技术$

.Z+X

&

!

.Z+X

最早应

用于植物学方面的研究#现已普遍应用于细菌分型领域'

!"

(

)

该方法的基本原理是!基因组
R'.

用可产生粘性末端的限制

性内切酶消化#产生大小不同的酶切片段#再与具有共同粘性

末端的寡核苷酸双链接头连接成
R'.

模板#用与接头互补的

带有选择性碱基的核苷酸序列为引物进行
X*S

扩增#再将扩

增的酶切片段进行电泳#产生扩增片段长度不同的多态性带

型#通过带型的差异对细菌进行分型和鉴定'

!%

(

)该方法具有

多态性丰富#不需要知道被测细菌的全基因组序列#不受环境

影响#无复等位效应等优点)有研究利用
%

种方法对
!!&

株肠

炎沙门菌进行分子分型#认为
.Z+X

与
XZ])

分型能力相当#

且更适于沙门菌地区性疫情调查'

!/

(

)

R:00=AE22=

等'
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(研究

表明#

.Z+X

对鲍曼不动杆菌鉴定和分型的重复性高于
4&Q

)

此外#

.Z+X

是针对细菌全基因组的限制性酶切#在调查细菌

流行病学和监控医院感染情况方面更权威'

!$

(

)有研究利用

.Z+X

对
!4$!

!

!44%

年的
/3

株霍乱弧菌进行分析#发现不同

时期霍乱弧菌的流行病学特征及
!44!

年非洲东南部和西部地

区的流行疫源明显不同'

!8

(

)但是
.Z+X

已申请专利#试剂盒

价格昂贵%同时#该方法所用引物取决于接头#对接头技术要求

较高且操作繁琐)

D#C

!

随机引物扩增
R'.

多态性分析$

S.XR

&

!

S.XR

基于

较短的随机序列引物$通常为
!&>

F

&#在低退火温度下与染色

体
R'.

序列有较好的亲和力#通过扩增未知序列染色体
R'.

和比较扩增产物的多态性#在克隆水平上比较
R'.

的差异#

从而对细菌进行分型鉴定)

9A=0C=77606

等'

!,

(用该方法将分离

自囊性纤维化患者的
38

株木糖氧化无色杆菌分为
"

型)

(=-

C@7;

等'

!4

(研究表明
S.XR

可作为肺炎克雷伯菌快速分型筛选

方法)该技术无需预知待检细菌的基因组核苷酸序列#经济且

简便易行#对样品
R'.

的质量要求不高#但是检测重复性易

受退火温度,循环次数等因素的影响)
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D#D

!

重复序列
X*S

$

A;

F

-X*S

&

!

A;

F

-X*S

是通过扩增细菌基

因组中广泛分布的短重复序列#即基因外重复回文序列

$

S)X

&#获得菌株特异性图谱'

"&

(

)

X;AC60

等'

"!

(应用该方法将

多粘菌素耐药鲍曼不动杆菌分为
%

个不同的克隆型#发现多粘

菌素与万古霉素在体外存在协同作用)

]E?>EH=G

等'

""

(将
A;

F

-

X*S

成功应用于院内鲍曼不动杆菌流行病学研究)另有研究

研究表明与其他
X*S

技术相比#

A;

F

-X*S

具有耗时短#所需

R'.

量小等优点'

"%

(

)法国生物梅里埃公司近年来开发的
R6-

D;A76+=>

系统亦基于
A;

F

-X*S

原理)该系统可在
/@

之内完

成样品同源性自动化分析#还可以得到树状图,凝胶图像,矩阵

图等报告#具有高效,快速,易操作等特点'

"/

(

)但是#

A;

F

-X*S

的分辨力取决于待检菌株中存在的重复序列数目#且试剂,反

应条件及凝胶电泳条件都可能影响实验结果'

"3

(

)

E

!

R'.

测序技术

!!

随着
R'.

测序技术的发展#细菌分子分型技术日益趋向

于基于细菌
R'.

序列本身的差异)以下介绍
"

种发展较快

的
R'.

测序技术)

E#B

!

多位点序列分型$

M+(9

&

!

M+(9

是由
M=6H;0

等研究

设计#最初用于研究自然变异的脑膜炎奈瑟球菌'

"$

(

)该方法

通过
X*S

扩增多个管家基因内部片段并进行序列分析#不同

的细菌对应不同的序列型$

(9

&#通过比较
(9

而对细菌进行分

型)该技术可通过网络实现实验室间数据共享及比较#具有简

便快捷,实验室间可比性强,可直接对临床标本进行分析等优

点'

"8

(

)

M;__=<;7<=

等'

",

(研究发现#

XZ])

和
M+(9

对鲍曼不

动杆菌分型具有同样的分辨力和可重复性)

(622:0H7

等'

"4

(

将该方法成功应用于社区百日咳杆菌分型)其缺点在于管家

基因的变异决定了分辨力#且不适用于同血清型菌株间的比

较)此外#该方法依赖基因测序#成本较高#影响其推广普及)

E#C

!

高通量测序技术
!

高通量测序技术又称1下一代2测序技

术或深度测序#能同时对几十万到几百万条
R'.

分子进行序

列测定'

%&

(

)该技术具有检测速度快#覆盖度广及产出巨大等

特点'

%!

(

)

(0

I

H;A

等'

%"

(的研究表明#该技术对医院感染暴发流

行的分析优势较大)但其局限性也不容忽视)首先#虽然测序

速度较高#但错误率也相应较高'

%%

(

#对获得的大量数据进行处

理和分析也难题之一)此外#该技术不适合小规模测序#且测

序仪价格昂贵)

F

!

结
!!

语

!!

综上所述#不同的分型方法各有优劣)选择何种分型方

法#不仅取决于方法的分辨能力,重复性,经济及劳动成本#还

取决于实验室资源及实验者本身的操作技能和知识水平)
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自身免疫性疾病$

.OR

&是一组以机体免疫系统攻击自身

一种或多种成分#从而导致器官和组织损伤或功能障碍为特征

的疾病)该病是以遗传因素为发病基础#多种环境因素包括吸

烟,食品,化妆品,细菌,病毒,紫外线等为诱发因素的复杂疾

病'

!

(

)自身抗体$

..\

&是自身免疫应答和
.OR

的重要特征#

自身抗体对于
.OR

的诊断及鉴别诊断,疾病活动度判断,病情

评估,疗效观察和指导用药都具有重大价值#多种自身抗体已

被纳入到相关
.OR

的诊断指南中)随着蛋白纯化技术的发

展#新的特异性靶抗原及相应自身抗体不断被发现#越来越多

的疾病被归入到
.OR

范畴)自身抗体实验诊断技术持续发

展#多种商品化试剂已被广泛用于临床#检测方法也从传统的

纯手工定性向高通量,自动化,定量检测发展)自身抗体应用

及实验诊断水平在最近二十年取得了阶段性进展#同时也存在

一些问题)本文就以上问题综述如下)

B

!

自身抗体在一般人群中的分布特点及意义

!!

对于自身抗体的产生机制目前尚不十分明确#但普遍认为

与机体免疫耐受机制出现异常密切相关#自身反应性淋巴细胞

的异常激活#产生针对正常组织具有破坏作用的自身抗体)自

身抗体是
.OR

重要特征之一#也是临床诊断
.OR

的重要依据)

但事实上自身抗体在一般人群中的阳性率却远超过了
.OR

的

发病率)研究发现#约有
"3Q

的个体存在至少为低滴度$即间

接免疫荧光法滴度大于或等于
!k/&

&的自身抗体阳性#约
3Q

的健康人存在大于或等于
!k!$&

的
.'.

阳性)用敏感的检

测技术#几乎所有甲状腺功能正常者均能检测出正常参考范围

低限的抗甲状腺过氧化物酶抗体$

9XP.>

&

'

"

(

)除此之外#在

感染,组织损伤,慢性肝病,肺纤维化,肿瘤等非
.OR

患病人群
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