
动与患者沟通!告知患者采集血标本的注意事项!帮助其做好

采集前准备(采集标本时!要认真核对患者信息!确认后再按

要求进行标本采集(采集标本后应贴好标签!并及时送检(标

本运输过程中谨防标签混乱)标本污染等人为因素造成的错

误(若标本被放射性物质或荧光物质污染!在用放射免疫法或

时间分辨免疫荧光法进行测定时!会引起检测结果假性升高(

实验室工作人员应拒收不合格标本以确保检测质量(

F

!

小结与展望

甲状腺功能的检测受到多种分析前因素的影响!需控制可

控因素!减少干扰因素(患者方面!可控因素包括抽烟)药物服

用等!一些重要的影响检测结果的信息需在申请单上注明!方

便结果分析(严格按要求进行标本采集!在标本采集合格的情

况下!若检测结果同临床不符!应考虑内源性因素的影响(注

重医务人员培训!并要建立严格的标本拒收制度(每个实验室

应根据实际情况建立合适的参考区间(对于一些特殊的标本!

如妊娠标本!也需建立合适的参考区间(严密的分析前质量控

制会为临床提供更可靠)有效的检测结果(
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/Z98

分析在病原微生物基因分型应用中的研究进展

姬小薇!廖亚玲!毛旭虎 综述!邹全明#审校

"第三军医大学临床微生物教研室!重庆
4+++)2

%

!!

关键词"序列分析$

!

等位基因$

!

研究

!"#

'

%+'),(,

(

=

'>??@'%(*)$4%)+'&+%%'+&'+1%

文献标识码"

-

文章编号"

%(*)$4%)+

"

&+%%

%

+&$+&4($+4

!!

鉴别细菌的方法有很多!其中有针对其表型)特异性的血

清型的方法&

%

'

#还有单克隆抗体等免疫学分型!"这些方法的缺

点是其有限的抗原不能够代表全基因组的!不能预测分型反

应$

&

&

'

(然而随着分子生物学技术的不断发展!微生物的基因

分型已占据了十分重要的地位(尤其是病原微生物在其存活

+

(4&

+

国际检验医学杂志
&+%%

年
&

月第
)&

卷第
&

期
!

Y@C\ZDE/BI

!

VBEHODH

Q

&+%%

!

;AF')&

!

PA'&



和引起疾病的过程中!其基因组会在选择性压力"

?BFBKC>MB

7

HB??OHB

$的作用下发生变异进化!通过掌握这种变异的模式和

规律!不仅可以监测感染性疾病的爆发流行!还能进行有效的

预防!对可能产生的耐药株进行针对性的治疗!为疾病的预防)

诊断和治疗提供有力的依据和参考(目前许多分子技术已被

应用于临床实验室分型!但是一些分型方法在阐述细菌的整体

流行病学方面还有一定的局限性&

)

'

(常见的病原微生物分型

的方法有%随机扩增引物多态性"

#-!0

$)扩增片段长度多态

性"

-VZ!

$)脉冲场凝胶电泳"

!Vg5

$)多位点酶电泳"

/Z55

$)

多位点序列分析"

/Z98

$(

/Z98

"

/OFC>FAKO??B

X

OB@KBC

Q7

$

>@

L

!

/Z98

$是今年发展起来的分子生物学分析方法!结合了高

通量的序列测定和生物信息学的方法!具有高的分辨率!反映

细菌群体的变异进化!为整体流行病的监测和微生物分型)进

化的基础研究提供了一种简便可行的方法&

%

'

(

随着分子生物学技术的迅速发展!使得快速)准确检测病

原微生物成为可能!并为该领域的研究开拓了更广阔的前景(

本文对目前常见的病原微生物分型方法以及重点对
/Z98

方

法做简要综述(

C

!

病原微生物的分型方法

C'C

!

随机扩增多态性
0P-

"

HD@IA6D6

7

F>J>BI

7

AF

Q

6AH

7

G>K

0P-

!

#-!0

$

!

%,,+

年由
a>FF>D6?

&

4

'和
aBF?GF

&

1

'建 立 了

#-!0

分型方法(

#-!0

可快速检测整个基因组
0P-

的多

态性&

(

'

(在
!"#

反应中应用较短的随机引物对基因组
0P-

进行任意扩增!所需的
0P-

样本量较少!此法简便)快速)经

济!适用于从食物样品和粪便中分离的多个菌株的分析!也可

用于法医学鉴定物种上的生物标本&

*

'

(不同物种的基因组与

引物相匹配其碱基序列的空间位置和数目都存在着差异!经过

!"#

的扩增后!所得到的扩增产物的大小和数量也将不同!这

些差异通过凝胶电泳可以显示&

2

'

(也就是说!当模板上一定范

围内有与引物互补的序列时!此范围内的
0P-

片段就可以扩

增出来(进而可以检测在引物结合序列上所发生的碱基突变!

扩增区域内发生的大片段缺失)重复)易位)插入(但是
#-!0

也存在很多问题!比如%稳定性差!标记呈现隐形遗传的缺

点&

,

'

!虽然相对于
!Vg5

其区分能力略逊一筹!但它快速简

单!不像
!Vg5

需要较长时间!可作为
!Vg5

方法的参照(

C'D

!

扩增片段长度多态性"

-6

7

F>J>BIVHD

L

6B@CZB@

L

CG!AF

Q

$

6AH

7

G>?6

!

-VZ!

$

!

;A?

和
KAFFB

L

OB?

在
%,,1

年 提 出

-VZ!

&

%+

'

(该方法结合了
#VZ!

和
#-!0

技术的特点是一个

非常快速和相对简单的实验室工作!可提供大量的多态性标

记&

%%

'

(在全基因组分型时!

-VZ!

提供的数据可以作为附属

的遗传因素是下一个基因组多态性的核心(

-VZ!

用限制性

内切酶检测多态性!在限制性位点侧翼的核苷酸与引物的选择

性碱基相匹配片段才可被扩增(

0P-

片段经两种或两种以上

的酶同时切割!如果遗传特性发生改变!则酶切片段数目)长短

发生变化!从而实现多态性(这个方法分型很有效!通过不同

实验室的比较其重复性好!其最大的优点是不要预先了解序列

的信息!所以该方法的应用很广泛&

%&$%4

'

(但是该方法检测存

在很多问题!诸如显性标记不易转化成位点特异标记以及扩增

片段偏短等问题(

-VZ!

对所存在的一些问题进行了改进!产

生了一些新的技术!如单限制性酶切
-VZ!

"

9-0V$-VZ!

$)二

次消化
-VZ!

"

90$-VZ!

$)三限制性酶切
-VZ!

"

85$-VZ!

$)

差减
-VZ!

"

9OE?CHDKCBI-VZ!

$)微卫星
-VZ!

"

/>KHA?DCBFF>CB$

-VZ!

$和互补
0P--VZ!

"

K0P-$-VZ!

$新技术&

%1

'

(

C'E

!

脉冲场凝胶电泳"

!OF?BI$J>BFI

L

BFBFBKCHA

7

GAHB?>?

!

!Vg5

$

!

在全基因组分型)检测基因变异的方法中!

!Vg5

已被公认

为是流行病学调查最经典的方法!有很高的分辨率!常用于疾

病爆发时的监测(通过计算机处理所得到大量不同的
!Vg5

数据!能够准确解释流行病学研究中亚型的数据!可追溯菌群

的来源和在食品工业中的污染源&

%(

'

(

-FNDFBBI-FD>ID@

等&

%*

'

对
!Vg5

方法中细菌溶解)冲洗)限制性酶切的时间进行调整!

建立了快速的
!Vg5

方法检测粘质沙雷菌!其获得结果的时间

与常规
!Vg5

相比较只需要
)I

的时间(限制性内切酶脉冲

场电泳"

g/$!Vg5

$是选择切割位点少的限制性内切酶对全基

因组
0P-

酶切!借助脉冲电场凝胶电泳"

!Vg5

$技术!对得到

的
0P-

大片段进行分离(韩黎等&

%2

'对
&+

株铜绿假单胞菌进

行
g/$!Vg5

图谱分析!结果可显示染色体结构的区域多型

性!重复性好!分别率高于表型的分型(尽管
!Vg5

区分的方

法分辨率高!有标准的操作流程和标结果分析!该法的缺点是

结果不易分析!没有国际统一标准!不易于在实验室之间进行

比较!且仪器价格昂贵!费力)步骤多和费时!而且
!Vg5

不适

合长期的流行病学检测(为了克服这种困难进行了改进!

"$

!Vg5

比以前能较快速的检测&

%,$&+

'

(但是其结果不能在不同

的实验室比较(

C'F

!

多 位 点 酶 电 泳 "

6OFC>FAKO?B@S

Q

6BBFBKCHA

7

GAHB?>?

!

/Z55

$

!

/Z55

适用于遗传变异进化速度相对较慢的菌株(

/Z55

通过在凝胶中分析管家基因经酶切后的电泳泳动率!

每个泳动都是潜在的遗传等位基因的不同变种&

&%

'

(在每一个

位点所检测到变种较少的!较高的分辨率要通过至少
&+

或者

更多的位点来实现(

/Z55

分类的结果可通过电泳形成的差

异矩阵树状图显示(

/Z55

提供的数据可用于微生物菌群遗

传的进化分析(尽管
/Z55

在建立菌群长期流行病学调查中

起到很重要的作用!但是这个技术操作麻烦!不适合广泛的常

规监测(另外!不同的实验室其结果不能比较&

&&

'

(将
/Z55

方法改进后!衍变出了
/Z98

分型方法!该方法应用
0P-

自

动测序技术!能快速)简单的进行全球性的流行病学的调查(

D

!

多位点序列分析#

6OFC>$FAKO??B

X

OB@KBC

Q7

>@

L

)

/Z98

%

D'C

!

/Z98

简介
!

%,,2

年
-KGC6D@

等提出
/Z98

!能够提供

精确的)便携数据!适合微生物长期)短期内的流行病学调查!

还能较好的反映区进化和菌群生物学变异&

%

!

&)

'

(

/Z98

方法

是建立在
/Z55

的基础上!针对的靶点是看家基因上存在的

变异位点(

/Z98

鉴定变异是通过对等位基因片段"

DFFBFB

$核

苷酸序列测定!核苷酸序列测定的结果容易验证)保存和电子

分享!是标准化的技术(

/Z98

分析!每一个等位基因位点被

命名为相应的基因序号!这个相当于
/Z55

中的电泳泳动率

形态(结合不同的等位基因位点的信息就构成了一个等位基

因图 谱 "

DFFBFB

7

HAJ>FB

$!被 命 名 为 序 列 型 "

?B

X

OB@KBC

Q7

B

!

98

$

&

&)

'

!这就相当于
/Z55

中的电泳型"

58

$(研究证明

/Z98

的分辨力较高!可以和
!Vg5

相媲美&

&%

'

(在种群内部

可通过比较的等位基因图谱之间的联系!即紧密的相关的菌

株!其等位基因图谱是相同或相近的!可被鉴定为一个
98?

#无

相关性的菌株的图谱是没有关联的(

/Z98

的优势在于试验

只需要基因组
0P-

!不需要培养!可从感染)腐烂的材料中或

是死亡的细胞悬液获得需要准备
0P-

!运输保存较为便捷(

而且方法是标准化的核苷酸测序技术!操作简便!获得数据易

于保存)不同实验室间结果可以进行比较(

/Z98

方法已被报

道用在多种的真核生物或是原核生物的分型)进化分析上&

&4

'

(

/Z98

的操作流程如图
%

(

/Z98

选择的样本菌种要用最初的原代菌株!这样能够更

+

*4&

+

国际检验医学杂志
&+%%

年
&

月第
)&

卷第
&

期
!

Y@C\ZDE/BI

!

VBEHODH

Q

&+%%

!

;AF')&

!
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好的体现菌株本身的状态#选择基因的位点要有特异性!一般

选择具有代表性的管家基因位点(

%,,(

最早开始的
/Z98

核

苷酸序列测定仪在
41+E

7

!尽管太长的序列可以获得!但是有

人研究过看家基因片段的大小要适合&

&)

!

&1

'

!数目在
*

"

%+

个!

就能有较好的分辨能力(

图
%

!!

/Z98

分析细菌病原体操作流程'

)*

(

D'D

!

/Z98

在脑膜炎和空肠弯曲菌中的应用
!

/Z98

最初是

用于脑膜炎奈瑟氏菌的分型!选择了
(

个位点&

&)

'

!另外加了一

个毒力抗原相关的位点"

JO6"

$!以提高分析的分辨力&

&(

'

(此

后的一些研究也证明!与抗原基因或是毒力相关基因位点结

合!能够提高分型的分辨率!能更好的反应与致病性的关

系&

&*

'

(在设计
!"#

的引物时!需要适合
/Z98

体系!设计一

个嵌套的策略!如巢式
!"#

!选择的
0P-

片段大于最初的所

需扩增的序列&

&2$)%

'

(每个细菌的群体内部可能存在不同的克

隆群!克隆群是由在遗传上相关的菌株组成的(现在还没有什

么标准模式来鉴定克隆群!建立在遗传和微生物标准上的

/Z98

方法是个很实用的方法(一些
/Z98

的分析数据可能

包含了大量不同的
98?

!然而!应用相关生物信息学方法分析

这些数据发现!很多
98?

在非流行菌株中出现的频率较低!相

比之下常见的
98?

来自不同的分离地点流行菌株(进一步的

进 化 研 究 可 用
.b#98

"

ED?BI O

7

A@ HBFDCBI ?B

X

OB@KB$

C

Q7

B?

$

&

&*

!

)&

'

!

98-#8

"

?B

X

OB@KBC

Q7

BD@DF

Q

?>?D@IHBKA6E>@D$

C>A@DFCB?C?

$进行分析&

))

'

(

/Z98

数据所得到的克隆群可用于

流行病学的研究和表型相关性分析!

0>@

L

FB

等人收集来自不同

地方的
2%4

株空肠弯曲菌!包含有
)*,

个
98?

!属于
%*

个克隆

群!其中
(

个克隆群中
(+3

与人疾病有关系(

/Z98

数据通

过用进化树的方法可以解释细菌群体变异的主要方式!核苷酸

的置换)重组以及水平基因转移等&

&,

'

(作为分析方法!进一步

还可以解释在变异株的进化过程中细菌的哪些正向选择导致

了遗传的改变)表型的差异(

/Z98

方法的一个最大的优势在

于不同实验室间的结果可以进行比较!数据在
Y@CBH@BC

是共享

的!这对于临床诊断!流行病学监控和菌群的研究提供了便利!

有利于对微生物微进化数据的整体分析(现已建立了很多

/Z98

系统平台!比如%"

GCC

7

%**

7

OE6F?C'AH

L

*

?AJCNDHB

*

D@DF

Q

$

?>?

*)"

GCC

7

%**

NNN'?G>

L

DCAU'@BC

*

K

L

>$E>@

*

?CBK

*

>@IBU

$等!有助

于不同的研究人员对相关微生物的综合性研究&

)1

'

(

D'E

!

多位点序列分析在
_%1*

%

:*

中的应用
!

肠出血性大肠

杆菌"

5@CBHGB6AHHGD

L

>K5?KGBH>KG>DKAF>

!

5:5"

$

_%1*

%

:*

是

一种重要的人兽共患传染病病原菌&

)($)*

'

(可引起一系列并发

症!包括腹泻)出血性肠炎)溶血性尿毒综合征"

G

Q

6AF

Q

C>KOHB$

6>K?

Q

@IHA6B

!

:b9

$及血栓性血小板减少性紫癜"

8GHA6EAC>K

CGHA6EAK

Q

CA

7

B@>K

7

OH

7

OHD

!

88!

$等严重并发症!严重者可导致

死亡&

)2

'

(自
%,2&

年美国首次发现
_%1*

%

:*

大肠杆菌引起的

出血性肠炎暴发之后!在世界各地都有爆发!严重影响人们的

生产和工作(我国也于
%,2(

年从患者身上检出
_%1*

%

:*

大

肠杆菌&

),

'

(猪和牛是
_%1*

%

:*

的主要宿主!通过食物链可感

染人群!感染人群和动物的菌株之间存在多态性的差异(

_%1*

%

:*

的遗传变异和种群的多样性可通过对其管家基因和

毒力基因上的
4++

"

1++E

7

碱基来测定!可得到不同的序列

型(目前
_%1*

%

:*

的多态性研究是对其毒力因子"

?CU

)

BDB-

)

:F

Q

-

&

4+

'

$产生志和毒素和相关蛋白
8""!

的重复片段与细菌

粘附的关系等的结构和功能的研究!这些对于
_%1*

%

:*

的菌

群微生态和流行病学研究都是不够的(

_%1*

%

:*

的流行病学和多态性方法主要是用
!Vg5

!该

方法被评为监测的-金标准.!但是其检测费时!结果在不同的

实验室比较(使得该方法收到了局限性(

/Z98

方法作为一

种简便)快速的分子生物学方法被广泛的用于流行病学和菌群

多态 性 的 研 究(通 过
/Z98

方 法 可 以 快 速)准 确 地 对

_%1*

%

:*

分型!提高监测力度!制定有效的预防和控制措施!预

防疾病的流行和爆发&

4%

'

(

E

!

结
!!

语

运用分子生物学分型方法分析微生物的多态性!为调查病

原微生物是否潜在暴发流行!微生物在环境中的适应性微进化

等研究提供了有效手段(

-VZ!

)

#-!0

)

#VZ!

)

!g5V

)

/Z55

等方法都在基因组多态性的分型研究发挥了作用!但同时也存

在各自相应的局限性(

/Z98

逐渐成为了微生物常规的分型

方法!建立一种全新的分型系统!使不同实验室的研究结果可

以得以整合!对分布于不同地区的微生物菌群进行比较分析(

可用于很多方面%如抗生素耐药株的变异!特异基因型与毒力

因子的关联或是引起的疾病的新的抗原特异性变异!研究细菌

群体进化关系等(
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