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摘要：多位点测序分型（&’()*(+,’- -./’.0,. )12*03，&456）技术是一种以核苷酸序列为基础的病原菌分型方法，它是

高通量测序技术与成熟的群体遗传学相结合的产物。该方法简单易行，重复性强，可以通过国际互联网对某一致

病菌株在全球范围内的传播分布情况进行追踪监控。目前，&456 技术已被广泛应用于原核病原菌及一些真核病

原菌（如真菌）的分型鉴定中。主要对 &456 技术的原理及其在一些常见病原菌分型鉴定中的应用进行了简要的阐

述。
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病原微生物分型技术的研究对于传染性疾病的

流行病学调查、跟踪和阻断其传播途径具有重要意

义。如确定已分离的致病菌株引起的感染是否能通

过健康人传播？环境中的细菌或从寄主身上分离到

的细菌是否变得具有感染性？反复感染或持续感染

是否是由同一个菌株所引起的，还是被另一个新的

菌株所代替，或是该菌株发生了基因突变产生了新

的基因型？一种新的治疗方法是否将一种条件致病

菌变成了致病的流行株？要解决这些问题，都需要

对病原菌进行分型鉴定［!］。

病原微生物分型技术的研究由来已久，从最早

的表型分型技术到现在的核酸指纹分型技术经历了

近百年的历史。其中最早应用的表型分型技术主要

是通过观察病原微生物的外部形态特征及一些生化

特性来对其进行分型鉴定，这种方法虽然具有简单

直观的优点，但表型特征数量有限且易受环境因素

的影响而具有较强的主观性。目前应用比较广泛的

核酸指纹分型技术主要是基于电泳图谱分析的一种

分子分型方法，如限制性片段长度多态性（[\4X）、

扩增片段长度多态性（9\4X）、可变数目串联重复

（]G6[）多态性分析，此外还有核酸探针杂交分型技

术、脉冲场凝胶电泳（X\HD）、5GX 分型技术等。这
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些技术在研究病原菌的流行病学特征、了解病原菌

的传播途径、追溯传染源及在临床传染性疾病的诊

断中都发挥了重大作用［!］。

尽管如此，这些基于电泳图谱分析的分型方法

都有一些不足，主要表现在不同实验室间的重复性

较差，对变异菌株的鉴别能力较差，对两个菌株之间

的遗传关系不能有效衡量。其中最主要的缺点是不

同实验室获得相同的结果比较困难。由于这些技术

都是通过比较电泳条带的大小和有无来进行判断分

析的，不排除某些情况下存在差异较大的两条带大

小却相近；此外这些方法操作繁琐，技术复杂，实验

结果影响因素较多；不同的分型方法被用于不同的

实验室同一病原菌的分型研究上，即使不同的实验

室用同一种分型方法所获得的数据也通常难以一

致，从而使得进化分析、分类学及群体遗传学等方面

的研究而显得不合适。

理论上，鉴定分析两个菌株亲缘关系最精确的

方法是比较他们的基因组序列，只有 "#$ 序列能得

出两个菌株是否完全相同的结论，而其他的方法只

能得出两者最具有可能的亲缘关系的程度，但是通

过比较基因组序列的方法在现实中是不可行的，即

使将来可行，对基因组序列海量数据的分析及解释

也是一项具有挑战性的工作［%］。但序列分析方法对

于用 &’( 技术在基因组某些区域进行扩增所产生

的片段进行同源性分析却是可行的。%))* 年，多位

点测序分型（+,-. ）技术作为一种以核苷酸序列分

析为基础的病原菌分型方法被首次提出［/］，他是高

通量测序技术和成熟的群体遗传学相结合的产物。

该方法简单易行，重复性强，能够反映病原菌的群体

进化生物学，在流行病学调查和病原菌的分型鉴定

中发挥了巨大作用，目前该技术已应用于多种原核

及真核病原微生物的分子分型［0］、检测鉴定、来源追

踪等领域。

! "#$%技术的原理

+,-. 技术是多位点酶电泳（1234536728 9:;<19
93974=6>?6=9858，+,@@）技术的延伸，传统的 +,@@ 方

法是一种以酶蛋白为基础的分型方法，通过生物个

体间多位点酶的差异来反映其遗传基础的差异。如

同一种酶在不同的位置出现 ! 条带，则反映存在不

同结构的 ! 种酶蛋白，即存在同一基因的两个等位

基因，通过对多个酶基因位点的综合分析，就可获得

病原菌的基因型［A］。而 +,-. 技术通过测序技术来

揭示保守基因的等位基因突变来对病原菌进行分型

和鉴定。细菌或真菌的同一属或种中，持家基因

（?6289B99>5:C C9:9）几乎都存在保守性，但不同的种

或菌株间又存在差异即变异性，一个等位基因可能

存在单个或者多个核苷酸的变异。+,-. 方法就是

根据待分型病原菌的基因组序列注释信息，针对数

个持家基因设计引物并选择数十甚至上百株菌的染

色体 "#$ 进行 &’( 扩增和产物测序来进行分析的。

由于 +,-. 是对每个等位基因进行测序，能获悉每

个基 因 座 位 中 所 有 的 变 异 情 况，从 而 能 发 现 比

+,@@ 电泳图谱分析更多的等位基因。

在 +,-. 方法中，对某一菌株每个持家基因的

所有等位基因都按发现的先后顺序分配一个等位基

因序号（D33939 :21E9=），把该菌株所有持家基因的每

个等位基因合并在一起组成一个等位基因谱（D339357
>=6F539），并给这个等位基因谱分配一个唯一的编号

作为 该 分 离 株 的 核 酸 型 或 序 列 型（89G29:79 4<>9，
-.）［H］。

因为等位基因间的微小差异将会导致菌株间的

序列型不同，通过对每个菌株 -. 的比较就可以揭示

各个分离株之间的亲缘关系：亲缘关系较近的菌株

具有相近的序列型，反之，序列型不相近的分离株具

有较远的亲缘关系。当细菌发生变异时，等位基因

多个位点的差异具有比单个位点差异具有较远的亲

缘关系。将分离到的未知病原菌，与某一菌种的

+,-. 数据库比较就可以确定它的序列型。

& "#$%设计及流程

针对某个菌种建立一个新的 +,-. 时须注意以

下三个点：菌种的选择、基因位点的选择和特异引物

的设计［!］。

首先菌种的选择和菌株数量的确定。根据菌种

的流行病学和分型的研究背景，选择存在种群多样

性特征的病原菌，所挑选的菌株要具有代表性，避免

仅选择可能代表某一亚群的菌株。其次持家基因位

点的选择，越来越多的病原菌全基因组序列测定的

完成，为 +,-. 筛选候选持家基因提供了宝贵的数

据。这些持家基因应即相对保守，又可允许局部碱

基发生点突变。持家基因最好不是毒力相关基因或

膜相关蛋白基因，因为这种基因在病原菌进化过程

受到的选择压力大，其核苷酸顺序可能变化很小或
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根本没发生改变，只有其突变位点的数量和种类足

够多，才能充分反映病原菌的系统发育关系。此外

对于持家基因的数目，一般 ! 个持家基因片段基本

能反映出病原菌群体的变异情况。这 ! 个持家基因

要相距一定的距离并应尽量覆盖整个染色体。在设

计特异引物时要注意扩增片段的长度，一般扩增片

段在 "##$% & ’##$% 足以反映其持家基因的变异情

况，并且在进行测序反应时，每个等位基因可通过一

个反应就可完成测序。

! "#$%在病原菌分型鉴定中的应用

目前，()*+ 分型技术已被应用于 ,# 多种病原

细菌及 - 种病原真菌的分型鉴定中［!］，有许多病原

菌的 ()*+ 数据库已经建立，其中最主要的两个是

伦敦帝国学院［.］（/00%：1122234560 3 780）和牛津大学

（/00%：112223 %9$4560 3 :;<）的 ()*+ 数据库。前者连

接许多病原菌的 ()*+ 数据库，并提供对病原菌等

位基因序列及序列型进行分析的工具，还有相应的

网页不断更新世界各地研究人员提交的某一菌株的

最新流行病学信息。后者主要为那些有兴趣建立自

己的 ()*+ 的研究人员提供研究工具，诸如用非冗

余数据库（7:7=;8>97>?70 >?0?$?68，@ABC）确立等位

基因，进行不均衡连锁及进化树分析，提供对某一菌

株与数据库中的菌株进行亲缘关系比较查询等服

务［D］。

脑膜炎奈瑟菌（!"#$$"%#& ’"(#()#*#+#$）是最早用

于评价 ()*+ 的病原菌，研究发现 ()*+ 比 ()EE 分

析生成的遗传进化树更为合理，而且能够清晰覆盖

全球大多数侵袭性脑膜炎奈瑟菌，()*+ 技术现在已

被许多实验室用于脑膜炎奈瑟菌的分型鉴定［F#］。

国内张怡滨，宋诗铎等对天津地区 " 株金黄色葡萄

球菌（*G）进行多位点测序分型，研究金黄色葡萄球

菌临床株的来源和遗传背景。认为 () *+ 作为 *G
分型方法，分辨率高，结果准确，易于标准化，适于进

行分子进化研究［FF］。

台湾的 H/87 I9:=J8K 等运用 ()*+ 技术对从台

湾 F, 家医院分离到的 ’F 株白色念珠菌（ ,&(+#+&
&-.#/&($）进行遗传特征分析，对 ! 个持家基因的序列

分析共发现 .- 个多态性核苷酸位点，"’ 个二倍体

序列类型（>K%5:K> 68L987M8 0N%86，B*+6），其中 -O3-P
是同义突变，O-3DP为非同义突变。认为 ()*+ 具

有比脉冲场凝胶电泳更高的分辨率，它能够分辨某

一病人所感染的白色念珠菌随时间的推移而发生的

微 小 的 种 内 进 化［F,］。G7>;82 A3B:><6:7 等 应 用

()*+ 方法对不同地理区域收集的 F#! 株临床光滑

念珠菌菌株及 , 个参考菌株进行指纹图谱分析，对

FF 个持家基因编码区进行扩增并测序分析，其中有

O 个基因的扩增片段具有多态性位点，.F 个核苷酸

位点发现有变异。在 F#D 株菌中鉴定出了 -# 个序

列型（*+6），在所有分离株中有 ’ 个主要的分支，其

中 - 个进化分枝显示明显的地理差异，表明在不同

的地理区域，光滑念珠菌具有明显的遗传分化［F-］。

()*+ 如结合 ;8?5=0K48 QHA 探针技术可以精确、

快速的对大量分离株进行检测。根据每一个等位基

因间碱基的差异，设计等位基因特异引物及探针，从

而可以利用 ;8?5=0K48 QHA 的高分辨率及高通量的特

性对某一特异菌株进行检验即 ?55858=6%8MKRKM %;:$K7<
检测技术。

& 结论

()*+ 技术通过直接对持家基因的每个基因座

位进行测序而不是比较其所编码酶的电泳迁移率。

这种改进具有明显的优势，他能获悉每个基因座位

中的所有变异情况，因而能在核苷酸水平上识别菌

株的差异，这样可以检测到更多的变异，能发现比

()EE 电泳图谱分析更多的等位基因。它可用于构

建系统发育图，进而推断菌株间的系统发育关系，可

以直接鉴定病原菌的亚型。

()*+ 使用的序列测定技术，较其他的分型方法

更明确即无歧义，使得不同实验室间的结果具有高

度的可重复性及可比性。正是基于这一点，可将某

个菌种的”持家基因”的序列数据提交到 ()*+ 网站

上，形成该菌种详尽的数据库；实验室间无需交换菌

种，即可共享某个菌种相关的序列数据，实现全球范

围的数据交流；()*+ 技术实现了序列数据可以真

正交换及共享，这种优势是其他任何方法无法比拟

的。他允许世界各地的其他实验室通过互联网访问

被存放在数据库中的每个菌株的序列信息；使得不

同国家或实验室在本地分离的相关菌株能够被世界

各地的实验室利用，从而使得进行全球范围内的流

行病学调查成为可能［F"］。

与其他以 QHA 为基础的技术一样，()*+ 具有

当菌株不能有效分离时，如某些急性进展性疾病，可

以无需病原菌的培养直接从临床样本中提取 B@G，
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扩增出”持家基因”进而通过测序获得等位基因谱。

此外，它不需要对所有的菌株同时进行分析，可以根

据所得到的菌株样本先后进行分析，因为序列数据

是不依赖于实验方法的，重复性是绝对的。!"#$ 技

术虽然有以上众多优点，但其局限性也不容忽视，首

先持家基因的变异情况决定着 !"#$ 的分辨力，如

某些菌株的持家基因变异程度低或无变异从而导致

!"#$ 分型方法的失效，其次 !"#$ 需要核酸测序技

术，测序成本过高也是限制 !"#$ 方法应用的主要

原因之一。目前，已有几十种病原菌的 !"#$ 数据

库已经被建立，随着测序技术的发展和测序成本的

不断降低，必然会有更多病原生物的 !"#$ 数据库

被建立，从而使得 !"#$ 技术得到广泛的应用，这将

为病原微生物的分子分型、遗传进化分析及系统发

育研究提供有力的工具。
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中国科学院微生物研究所大型仪器中心对外服务公告

中国科学院微生物研究所大型仪器中心拥有一支由研究员、高级工程师、工程师、博士、硕士组成的强大团队，装备了透

射电子显微镜、扫描电子显微镜、激光共聚焦显微镜、流式细胞分选仪、分子间相互作用仪等众多精密的高端仪器并在不断地

扩大，充实。长期以来，中心保持了很高的仪器完好率，观测结果一直以快速、优秀而被广为称道。我们愿意继续强化主动服

务意识，为所内外各方提供更好的技术支持，同时也希望进一步地开展研究课题方面的合作，不断开发新的测试项目。大型

仪器中心竭诚为您服务！

一、扫描电镜（K5< 公司 \R*->*?@@ 分辨率 A:E-+）

对外服务收费标准：

扫描电子显微镜观察 扫描样品制备 临界点干燥 离子溅射 刻录光盘 打印照片

?@@ 元]小时 %@@ 元]每个样品
%@@ 元]次（单做

干燥 %E@ 元]次）

%@@ 元]次（单做

溅射 %E@ 元]次）

%E 元（每刻 %

幅图加 ? 元）
E 元]张

仪器使用联系人：梁静南 工程师 联系电话：@%@ ^ TPD@BP%T]TPD@BP@B
地址：北京朝阳区大屯路中科院微生物研究所大型仪器中心 %@@%@%
二、透射电镜（日立公司 6^ T@@ 分辨率 @:AP-+）

样品制备收费标准：

超薄切片制备 ?@@ 元]每个样品

单切片 %@@ 元]每个样品；%?@ 元]每个样品（非生物样品）

负染色 T@ 元]每个样品

仪器使用联系人：韩晋 工程师 联系电话：@%@ ^ TPD@BP%T]TPD@BP@B
地址：北京朝阳区大屯路中科院微生物研究所大型仪器中心 %@@%@%
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