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!!摘!要"近年来!多种基于高通量测序技术建立的测序方法如!#%核糖体6:(#!#%L6:($测序&宏基因
组测序#2:=%$&全基因组测序#a=%$&6:(测序#6:(7)H8$和转座子测序#4D7)H8$逐步被应用于病原学研
究%.族链球菌#=.%$是导致围生期母婴感染的首位病原菌!其流行病学分型及相关毒力基因不仅与其致病和
防控密切相关!而且具备应用于筛查和诊断的潜力%该文着重综述高通量测序技术应用于=.%的鉴别分型的
相关研究进展%
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!!.族链球菌$=.%%是围生期母婴感染首位病原
菌'可导致严重的新生儿侵袭性 =.%感染)!*(孕产
妇阴道和直肠的 =.%定植率可达 !,]$+"]'约
,"] =.%定植孕产妇在分娩时会经产道传播=.%给
新生儿'!]$F]新生儿表现为侵袭性感染)F*(当
前'新生儿 =.%感染防控主要基于产妇阴道定植
=.%菌株的筛查模式)+*'对 =.%定植母亲分娩时使
用抗菌药物'可显著减少新生儿侵袭性 =.%感染的
发生率)E*&但也有研究者质疑普遍筛查的有效性和获
益),*'认为AA@$]的=.%筛查阳性产妇及其新生儿
被不必要地使用了抗菌药物'探索更精准的预防筛查
手段是临床检验的重要方向)#7-*(近!"年'国内外多
个研究团队利用高通量测序技术对=.%菌株进行毒

力基因筛选+鉴别分型及分子进化等研究'并取得了
积极进展(本文着重探索不同类型的高通量测序技
术在=.%鉴别分型中的应用价值'以加深和拓宽对
=.%致病机制和分子流行病学的认识'为围生期=.%
感染从菌株模式广泛筛查到分子模式精准诊断奠定

基础(
@!高通量测序技术概述

!!基于二代测序$:=%%和三代测序的高通量测序技
术'结合不同的应用需求'衍生出多种测序方法'本文涉
及的多种测序技术的原理简介及应用场景见表!(
A!高通量测序技术在=.%鉴别分型中的研究进展
A@@!基于样本的直接=.%鉴别和分型!!#%核糖体
6:($!#%L6:(%测序和宏基因组测序$2:=%%技术
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均在非培养方法检出及鉴定=.%中有潜在的应用价
值(妊娠期阴道微生态菌群相关研究发现'2:=%或
!#%L6:(测序可鉴别 =.%'但尚未统计检出率'也
未进一步对 =.% 进行分型)!F*&有研究发现'!#%
L6:(测序相较于巢式5&6和定量5&6$85&6%方
法对胎盘中的 =.%检出率更高'研究认为与胎盘中
=.%的菌量有关'当菌量较少时用!#%L6:(检测可

能更灵敏'通过对另一组去除污染菌影响的胎盘样本
进行F次!#%L6:(测序'在,]分娩前孕产妇的胎
盘中鉴别出了 =.%)!+*(已有研究证实'2:=%可在
脑脊液中检出包括 =.%在内的多种病原菌'对儿童
细菌性脑膜炎具有早期诊断价值)!E7!,*(另外'在培养
阴性的感染性心内膜炎患者血液样本和心脏瓣膜样

本中'采用2:=%均鉴定出了=.%)!#*(

表!!!基于高通量测序技术的多种测序方法的原理简介及应用场景

方法 原理简介 应用场景

:=%
包括短片段大规模平行测序的:=%技术和长读长不扩
增的单分子测序的三代测序技术(

广泛应用于物种鉴定+大规模基因组测序+基因表达调
控+基因筛选和功能研究等领域(

!#%L6:(测序

细菌的!#%L6:(由保守区域和可变区域$Z!$ZA%组
成'根据可变区域的多样性和独特性可对细菌进行分
类'常作为细菌鉴别分型的靶标(基于:=%技术的!#%

L6:(测序可将细菌鉴定到种甚至株的水平)$*(

对复杂且非培养的样本中的细菌菌群进行鉴别和定量

检测(

2:=% 对样本中所有微生物基因组进行:=%)A*(
适用于复杂且非培养的样本中所有$特别是难以分离
的%微生物物种鉴定(

全基因组测序$a=%%
结合:=%和三代测序技术完成对物种全部基因组测
序+验证和组装'可全面分析其流行病学信息+进化发育
特点+耐药性和毒力机制(

目前细菌+真菌等物种 a=%的主流应用技术(

6:(测序$6:(7)H8%

将基因组中全部或者部分6:(转化为一端或两端连有
接头的O9:(短片段'进行 :=%时利用单碱基分辨率
明确转录区域及转录边界序列变化'从整体上研究基因

转录和调控规律)!"*(

用于检测样本中基因转录组的表达调控情况并对差异

基因进行筛选(

转座子测序$4D7)H8%

转座子是基因组中可自主复制和转位的一段 9:(序
列'通过转座酶识别和插入目标基因组序列'在基因组
间或组内移动'4D7)H8对不同实验条件下饱和转座子文
库进行:=%'利用转座子的插入位点和频率变化反应

特定基因的适应性'验证基因功能)!!*(

既可用于筛选物种生存所需的必需基因'也可用于研究
基因功能及基因间相互作用(

A@A!基于菌株的 a=%与 =.%分型!基于 =.%全
基因组信息'a=%既可分析传统的分子流行病学信
息'如血清型和基因型'也可进一步分析其克隆传播
特点并挖掘潜在未知信息(荚膜多糖$&5%%是 =.%
导致侵袭性疾病的重要毒力因素和疫苗靶标'据其不
同可将=.%分为*1+*S+,$0!"种血清型)!-*'正
处于临床实验阶段的六价&5%结合疫苗可覆盖*1+

*S+,$1#种主要荚膜血清型(美国各年龄段来
源的#+E"株和英国E!"株新生儿侵袭性菌株的
a=%测序结果均显示*1+*S+,++".和1这,$#
种血清型占比超过A$])!$7!A*'导致新生儿早发和晚发
型疾病的+型菌株分别占F-@F]和#A]'成人*1型
菌株占比F"@+#])!$*(早期基因分型通常是基于-
个管家基因的扩增和测序进行的多种序列分型

$W/%4%方法'按照等位基因的相似性将各种序列型
$%4%进行克隆复合体$&&%归类)!$*(OGLHVHDG2H
W/%4$OVW/%4%是根据 =.%核心基因组序列进行
分型'比 W/%4 分辨率更高)F"*(全球!A$项关于
=.%的研究中'有!"E的研究包含了 W/%4'但 a=%
相关研究不足,])F!*'基于 a=%可以完成 W/%4和

OVW/%4分型)!$'FF*(有研究已证实'相较于传统检测
方法'a=%不仅能更准确对=.%血清型和基因型进
行分型'还可以分析荚膜置换和不可分型的原因'并
具有发现新的血清型或基因型及其相关突变的优

势)FF*(根据=.%群体的 a=%发现'单核苷酸多态性
$%:5%差异不仅可以完成系统进化发育分析'也可用
于比较 =.%菌株之间的克隆传播特点及关系'有研
究认为'%:5差异为"的菌株遗传上相同'%:5差
异', 的 菌 株 遗 传 上 高 度 相 似'可 判 断 为 克 隆
传播)!A*(
A@B!基于 a=%分析 =.%菌株的耐药性!=?6*
等)F+*通过 a=%首次发现并证实四环素的广泛使用
可导致携带四环素耐药基因整合元件$*&;%的&&!-
菌株在全球流行'新生儿=.%感染率升高'大环内酯
类抗菌药物的耐药导致&&!型菌株增加(a=%还检
测到青霉素结合蛋白$5.5%F<突变菌株+携带万古霉
素耐药基因R1Dd的&&F+菌株和R1D=的,"%4FF+

1"%4!=.%菌株'使得=.%对"内酰胺酶类抗菌药
物和万古霉素敏感性下降)!$'FE7F,*(我国也有研究基
于 a=%获取=.%全部耐药信息并检出多种多重耐
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药簇)F#7F-*(
A@C!a=%鉴别与筛选=.%侵袭性相关毒力基因!
目前=.%确切致病的分子机制尚不明确'多数研究
表明'=.%的高致病性与多种毒力基因有关'利用
a=%检测并鉴别与=.%侵袭致病相关的毒力基因'
可进一步分析并预测基因功能(a=%检测全球A"!
株不同宿主的侵袭性 =.%菌株'发现其可通过快速
获得或缺失基因适应新宿主或生态位环境'几乎所有
的菌株有一或多个遗传移动元件$W=;%和致病菌毛
岛$5*%'如5*7!+5*7F1和5*7FS)F$*(a=%在美国最大
样本量的侵袭性=.%菌株中几乎都检测到与毒力相
关的5*+!蛋白家族基因以及)LL!和)LLF基因)!$*(
利用泛基因组关联研究分析!A$$株侵袭和定植

=.%菌株基因序列的多样性'最终在F-A个致病特异
基因聚集的,种不同功能的&&中检测到与=.%代
谢及人类患病相关基因多见于&&!-$VOO!-+F+KHJ.+
CD/(.F+VOO!-++%和&&F+$2DM>%'其中参与=.%定
植+=.%与其他微生物竞争特定生态位和代谢等多种
途径的基因存在差异'并发现&&!-菌株的!#个特异
基因的等位变异在侵袭和定植菌株中显著不同)FE*(
有研究进一步证实了&&!-型定植和侵袭=.%菌株
有!E个基因突变存在%:5差异'确定侵袭菌株致病
的关键且特异的基因)LLF存在%:5差异'侵袭菌株
通过交换染色体片段以适应不同宿主环境'在人类宿
主中显示出较强的传播力'并在欧洲+北美+非洲及亚
洲地区广泛传播)FA*(

A@J!6:(7)H8鉴别=.%毒力基因!6:(7)H8筛选
=.%如何在转录组层面调节基因表达适应新的宿主
环境和致病'常通过比较分析突变菌株和野生菌株的
转录组或不同环境下的菌株转录组来实现(我国在
鱼类=.%中发现并鉴定了一种新型<6;家族转录
调节因子$<MV%%'动物实验发现斑马鱼感染缺失
<MV%因子的菌株较野生型菌株死亡率低'可能其是
=.%致病的负性调节因子'6:(7)H8发现缺失<MV%
的菌株有-E和F!个基因分别参与上调和下调'这些
基因与噬菌体+膜蛋白+转运蛋白+酶+代谢和转运
6:($M6:(%生物合成等过程有关)+"*(&1)A是规律
成簇的间隔短回文重复序列及其相关蛋白$&6*%56"
&1)%中的核酸内切酶之一'通过降解9:(对=.%毒
力基因起调节作用'小鼠模型实验显示&1)A突变菌
株较野生型菌株毒力弱'6:(测序发现参与代谢+毒
力+细胞壁形成有关的基因以及双组分调节系统
$4&%%中的&C16因子显著失调'证实&C16因子可促
进=.%在阴道定植'对&C16突变菌株6:(7)H8显示
有F,和++个基因分别参与上调和下调'这些基因包
括了&1)A突变体中的上调和下调基因'说明&1)A可
以通过其他因子调节=.%基因表达)+!*(研究表明'
高浓度锌离子不利于野生+"%4!-型 =.%菌株生
存'对生存在不同浓度锌离子环境的菌株进行6:(

测序发现'包括OiO9+DCX(.&9+2DM>F和 2M)(.&
基因在内的FFA个基因和1QO(基因在内的F+$个基
因分别参与上调和下调'与 =.%抵抗宿主来源蛋白
的活性有关)+F*(值得注意的是'6:(测序往往需要

64785&6来验证测序结果的准确性(

A@K!4D7)H8鉴别筛选=.%必需基因!4D7)H8可筛
选=.%在某种特定生长环境中生存所需的基因'研
究 a=%中单个基因的适应度'以及基因之间的相互
作用关系'还可识别潜在抗体靶标(>??Z;:等)++*

首先建立并初步评估了一种基于=.%菌株 (A"A的
转座子文库'对其应用4D7)H8筛选出(A"A生存的必
需基因占基因组比例为!+@,]'关键基因占比为!@
F](目前该团队还应用该文库和4D7)H8对(A"A在
血液和羊水中生存的必需基因进行筛选'并进一步完
成对筛选出的个别必需基因进行基因敲除及6:(测
序等功能验证)+E7+,*([>g 等)+#7+-*利用 4D7)H8筛选

1型 =.%菌株在全血和血浆中存活的重要基因

1LG(+2HM5和 2M)('其中1LG( 基因是必需基因'

aA"+.!$F"是该 =.%菌株在全血中生长的必需基
因&另外'对=.%细胞壁肽聚糖生物合成起催化作用
的青霉素结合蛋白$5.5%进行研究'构建野生型菌株
和E种JSJ$JSJ!(+JSJ!.+JSJF(+JSJF.%突变菌株
文库'经4D7)H8筛查,种菌株中共有+,"个必需基
因'并发现某种JSJ突变菌株需要其他JSJ作为必需
基因(4D7)H8在=.%基因组中的基因饱和度不够高
$+A]$E#]%'近 期 有 研 究 对 肺 炎 链 球 菌 进 行

&6*%56测序'体现出比4D7)H8更大的优势'可检测
所有基因的适应度'但目前尚未将这一技术应用于

=.%相关研究)++'+$*(

B!小结与展望

!!对各种类型的人体样本采用非培养方法直接

!#%L6:(测序或2:=%'数据处理时即可完善=.%
鉴别及分型分析'可初步鉴别出临床重要分型的
=.%'更有望全面了解=.%的微生态分布特点(基于

=.%菌株的 a=%已筛选鉴别出较多的与致病性和
流行传播相关的毒力基因或分型靶标'可进一步应用
于疫苗及诊断方法的设计(应用 6:(7)H8+4D7)H8
筛查=.%可能的毒力调控基因及必需基因等可更全
面了解其致病机制(高通量测序技术支撑和推动了

=.%鉴别分型的精准分子诊断'我国目前仍较缺乏高
通量测序技术在=.%的致病机制或分子流行病学中
的应用研究数据'期待未来更快速+简洁的高通量测
序技术的发展及标准化+可视化的生物信息学分析的
普及'为临床防治=.%感染做出新贡献'也对未来微
生物检验的发展提供新思路(
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!综!!述!

&6*%567&1)技术在病原体核酸检测中的研究进展"

张咪咪!综述!刘家云!!F#审校

!@陕西中医药大学医学技术学院!陕西咸阳-!F""")F@第四军医大学西京医院检验科!陕西西安-!""+F

!!摘!要"规律成簇的间隔短回文重复序列#&6*%56$及其相关蛋白#&1)$简称&6*%567&1)!是原核生物的
一种适应性免疫系统!因其强大的基因编辑功能及核酸切割活性成为近年来的研究热点%感染性疾病的传统
检测方法虽然特异度高!但存在灵敏度不够高&操作复杂&检测周期长等不足%随着&6*%567&1)系统的发现
及深入研究!目前依赖特异性识别靶标后所激发的&1)蛋白+附带切割,活性!已经开发出多项基于&6*%567
&1)的核酸检测方法!它们高效&简便&快速的优点弥补了传统诊断方法的不足%该文对&6*%567&1)技术及其
在感染性疾病核酸检测中的现状进行综述!旨在为开发更多基于&6*%567&1)技术的检测新方法提供新思路%

关键词"&6*%567&1)系统)!&1)蛋白)!附带切割)!感染性疾病)!核酸检测
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