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１６ＳｒＲＮＡ基因及１６Ｓ～２３ＳｒＲＮＡ基因间区在微生物鉴定中的应用
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　　目前临床上引起感染的病原菌种类繁多，抗菌药物的不正

规使用导致细菌培养阳性率进一步降低［１］。因此，传统分类方

法的不足随着新型微生物菌株的分离的增多而越来越明显，亟

需一种能快速准确鉴定出微生物种类的新技术以便及时指导

抗菌药物的合理使用从而控制临床感染疾病的进展。文章综

述了１６ＳｒＲＮＡ及１６Ｓ～２３ＳｒＲＮＡ基因间区快速鉴定微生物

的基本原理、方法、存在的问题及进一步解决方案等。原核生

物的ｒＲＮＡ有３类：５ＳｒＲＮＡ、１６ＳｒＲＮＡ 和２３ＳｒＲＮＡ，其编

码基因（ｒＤＮＡ）长度依次为１２０、１５４０及３３００个核苷酸。它

们位于同一操纵子序列中，但被一些间隔区域所分开，从５′～

３′端依次是：１６Ｓ、间隔区、ｔＲＮＡ、间隔区、２３Ｓ、间隔区和５Ｓ

ｒＲＮＡ
［２］，一个操纵子进行转录后处理成为成熟的１６Ｓ、２３Ｓ和

５ＳｒＲＮＡ。ｒＲＮＡ结构既具保守性又具高变性，保守性反映生

物物种的亲缘关系，高变性则揭示生物物种的特征核酸序列，

是属种鉴定的分子基础［３］。因此，可以利用保守区设计通用引

物扩增细菌的相应靶序列，再利用可变区的差异鉴别菌种。其

中以１６ＳｒＲＮＡ基因及１６Ｓ～２３ＳｒＲＮＡ基因间区在细菌鉴定

中的应用最为成熟及广泛。

１．１　１６ＳｒＲＮＡ基因结构特点及序列分析的基本原理　１６Ｓ

ｒＤＮＡ基因是细菌染色体上编码１６ＳｒＲＮＡ相对应的ＤＮＡ序

列，其可变区与恒定区序列交错排列。恒定区在各种细菌中基

本保持不变，而可变区因不同细菌，不同科、种、属而异，且变异

程度与细菌的系统发育密切相关。相比之下，５ＳｒＲＮＡ虽易

分析，但核苷酸少，没有足够的遗传信息用于分类研究；而２３Ｓ

ｒＲＮＡ含有的核苷酸数几乎是１６ＳｒＲＮＡ的２倍，分析较困

难，故以１６ＳｒＲＮＡ作为研究对象最为理想。１６ＳｒＲＮＡ序列

分析技术的基本原理就是利用恒定区序列设计通用引物从微

生物样本中扩增出１６ＳｒＲＮＡ的基因片段，通过克隆测序、探

针杂交、酶切片段多态性分析或凝胶电泳等方法［４］获得１６Ｓ

ｒＲＮＡ序列信息，再与１６ＳｒＲＮＡ基因数据库中的序列数据或

其他数据进行同源对比及分析，从而鉴定样本中可能存在的病

原菌种类。

１．２　１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析的基本方法　目前绝大多数的

研究都是先将１６ＳｒＲＮＡ反转录为１６ＳｒＤＮＡ再进行进一步

的研究。也可以提取细菌总的ＤＮＡ之后，利用细菌通用引物

对样品总ＤＮＡ中的１６ＳｒＲＮＡ基因进行全长扩增，再对ＰＣＲ

产物进行进一步研究。具体包括：（１）将ＰＣＲ产物克隆到质粒

载体上进行测序，与１６ＳｒＲＮＡ数据库中的序列进行比较。目

前，大量已知微生物的 ＤＮＡ都被测定并输入国际基因数据

库，成为对微生物鉴定分类非常有用的参照系统，从而可以通

过测定某种未知微生物１６ＳｒＤＮＡ序列，与基因库中已有菌株

的１６ＳｒＤＮＡ序列进行同源对比及分析，即可得出待测菌的菌

属类别，从而达到对其进行快速、有效的鉴定分类的目的［５］。

Ｂｏｓｓｈａｒｄ等
［６］用１６ＳｒＲＮＡ序列同源性大于等于９５％至大于

等于９９％ 定义同属细菌，用大于等于９９％ 定义同种细菌。

（２）通过１６ＳｒＲＮＡ种属特异性的探针与ＰＣＲ产物杂交以获

得微生物组成信息，或利用基因芯片将ＤＮＡ片段制作成探针

固定在支持物上，与荧光标记的待检ＤＮＡ片段杂交，通过观

察荧光信号的位置，即可确定待检细菌的种类。杨祖钦等［７］根

据引起化脓性脑膜炎的常见致病菌，成功地建立了 ＤＮＡ芯

片，可对该疾病快速、准确的诊断，明确病原菌。（３）对ＰＣＲ产

物进行限制性片段长度多态性分析（ＲＦＬＰ），即使用特异的限

制性核酸内切酶作用在扩增的核糖体不同序列位置产生不同

长度的片段，经过凝胶电泳后将大小不同的片段分开，所检测

细菌ＤＮＡ碱基组成不同，电泳图谱亦不同。通过观察酶切电

泳图谱、数值分析，便可分析样品中微生物组成或不同微生物

的种属关系。王蓉美等［８］利用１６ＳｒＲＮＡ对１４种临床常见病

原菌同时进行ＰＣＲ扩增，并根据扩增片段内变异区特点分别

选择限制性内切酶 ＨａｅⅢ、ＭｎⅡ、ＡｌｕⅠ、ＤｄｅⅠ和ＢｓｔＢⅠ酶切

后电泳，建立了各细菌菌株特有的酶切图谱，达到了对临床常

见病原菌种属进行快速鉴定的目的。（４）对扩增产物进行变性

梯度凝胶电泳、温度梯度凝胶电泳（ＴＧＧＥ）分析，直接观察其

多样性［９１０］。Ｇｏｌｄｅｎｂｅｒｇ等
［１１］还在此基础上建立了变性高效

液相色谱（ＤＨＰＬＣ）技术，并成功的分析了大便中菌群的组成，

监测抗菌药物治疗前后肠道菌群的动态变化。

２　１６Ｓ～２３ＳｒＲＮＡ基因间隔区

２．１　１６Ｓ～２３ＳｒＲＮＡ基因间区结构特点及序列分析的基本

原理　１６Ｓ～２３ＳｒＲＮＡ区间ＩＳＲ是位于１６ＳｒＲＮＡ基因与

２３ＳｒＲＮＡ基因之间的区间序列，不仅序列长度存在差异，而

且序列中间有ｔＲＮＡ的插入、缺失、突变等特征。经研究发现，

大多数革兰阳性菌含有ｔＲＮＡａｌａ、ｔＲＮＡｉｌｅ，少部分只含ｔＲ

ＮＡｇｌｕ基因。相比而言，大部分革兰阴性菌不含ｔＲＮＡ基因，
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少部分只含ｔＲＮＡａｌａ或ｔＲＮＡｉｌｅ，或者两者兼有。另外不同的

细菌可能含有不同的ｒＲＮＡ操纵子数目。所有这些序列长度

差异和ｔＲＮＡ基因数目的变异为微生物菌的鉴定分型提供了

依据。研究证实１６Ｓ～２３ＳｒＲＮＡ区间的进化率要高于１６Ｓ

ｒＲＮＡ基因１０倍，它比１６ＳｒＲＮＡ有更多的变异区。因此，

１６Ｓ～２３ＳｒＲＮＡ基因间区不但可以用于菌种间的鉴别，还可

以用来分辨１６ＳｒＲＮＡ基因不能鉴别的非常接近的菌种和种

内菌株，是１６ＳｒＲＮＡ 基因分析很好的补充
［１２１３］。金中淦

等［１４］利用１６ＳｒＲＮＡ、１６Ｓ～２３ＳｒＲＮＡ基因对主要血流感染

病原菌进行检测比较后认为在细菌鉴定中，１６Ｓ～２３ＳｒＲＮＡ

可作为比１６ＳｒＲＮＡ基因更好的分子靶标，可以在２４ｈ内将

病原菌的种类报告给临床医生。Ｚｈｕ等
［１５］的研究表明１６Ｓ～

２３ＳｒＲＮＡ基因分析可以将１６ＳｒＲＮＡ序列同源性达９７％的

两株黏质沙雷菌区分开。根据１６Ｓ～２３ＳｒＲＮＡ基因间区两端

被高度保守的ｒＲＮＡ所包围的结构特点，可利用其两端１６Ｓ

ｒＲＮＡ及２３ＳｒＲＮＡ保守区设计通用引物作上、下游引物，特

异性扩增特定细菌的１６Ｓ～２３ＳｒＲＮＡ基因间隔区，根据片段

数目、长度、序列的多态性或测序来鉴别微生物。

２．２　１６Ｓ～２３ＳｒＲＮＡ基因间区序列分析的基本方法　通用

引物的选取是ＰＣＲ扩增１６Ｓ～２３ＳｒＲＮＡ基因间区鉴定细菌

的关键所在，在１６ＳｒＲＮＡ上至少有４个保守区域，区域２存

在于真细菌、古细菌和真核生物中，被认为是最保守序列。

Ｇｕｒｔｌｅｒ等
［１６］对１８个属２１个种的２３ＳｒＲＮＡ的前５２０个碱基

进行研究后发现５个保守区域，其中区域１０最保守，最适合作

通用引物设计。因此从理论上而言，１６ＳｒＲＮＡ的区域２和

２３ＳｒＲＮＡ的区域１０是扩增１６Ｓ～２３ＳｒＲＮＡ区间的理想引物

设计部位。对于ＰＣＲ扩增后的产物，Ｇｏｎｚａｌｅｚ等
［１７］总结的主

要方法有依赖序列长度大小的电泳分离技术、特异序列杂交技

术、实时定量ＰＣＲ技术、ＲＦＬＰ、ＤＮＡ序列测定技术、焦磷酸测

序技术、单链构象多态性分析技术（ＳＳＣＰ）、质谱技术（ＭＳ）和

高压液相色谱技术（ＨＰＬＣ）。其中最精确的方法当数ＤＮＡ测

序技术，但存在耗时长、费用高等缺点的限制，无法应用于临床

进行常规检测。现最常用方法仍是ＰＣＲ、ＲＦＬＰ、ＳＳＣＰ等技

术。在早期采用的方法是ＰＣＲ扩增之后直接电泳，比较电泳

图谱差异进行细菌种属的鉴定；如果ＰＣＲ产物单一，可以利用

ＲＦＬＰ得到不同的酶切片段加以分析或单链构相多态性（ＳＳ

ＣＰ）加以区分。而１６ｓ～２３ＳｒＲＮＡ基因间区与某些基因（如

ｍｅｃＡ基因、ｏｍｐ２５和ｏｍｐ３１基因等）联合进行细菌鉴定，与电

导技术相结合或与人工神经网络技术（ＡＮＮ）相结合进行细菌

鉴定等均可提高鉴定的灵敏度和特异度［１８］。

３　存在的问题及解决方案

３．１　在检测体系中，核酸提取是关键的一步，由于革兰阳性菌

与革兰阴性菌细胞壁裂解能力的不同，因此需选用适当的方法

保证提取的样品中包含各种微生物的基因组ＤＮＡ，对难裂解

的革兰阳性菌可采用裂解效率高的变溶菌素进行比较实验从

而提高所有细菌基因组ＤＮＡ的提取率
［１９］。

３．２　当采用ＰＣＲ技术以通用引物对１６ＳｒＲＮＡ基因及１６Ｓ～

２３ＳｒＲＮＡ基因间区进行全长扩增时，特别是对多种微生物混

合样品进行扩增时，可能出现嵌合产物，影响结果的分析。

Ｌｉｇｕｏｒｉ等
［２０］对类鼻疽假单胞菌１６Ｓ～２３ＳｒＲＮＡ基因间区研

究后发现嵌合产物的产生率在不同地区之间也存在差异，通过

重复ＰＣＲ、对多个克隆进行序列比较可减少嵌合产物的产生。

３．３　所谓“通用引物”的通用性其实也是相对的，文献［２１］报

道有不能与常用的“通用引物”结合的纳古菌；因此，无论采取

何种引物，都不可避免地造成某些细菌的１６ＳｒＲＮＡ基因及

１６Ｓ～２３ＳｒＲＮＡ基因间区不能有效扩增或扩增效率低。通过

设计兼并引物或检索多种菌的１６ＳｒＲＮＡ、２３ＳｒＲＮＡ基因序

列，比对用作引物的保守区后筛选通用性好的引物可部分弥补

这个问题。

３．４　１６ＳｒＲＮＡ亦可发生基因组内变异，Ｗａｎｇ等
［２２］观察到

高温双胞菌的１６ＳｒＲＮＡ基因的差异性达到６．４％。ｒＲＮＡ基

因在不同细菌内有１～１５个拷贝不等，联合单拷贝基因如

ＧｒｏＥＬ、ＲＮＡ聚合酶β亚单位（ｒｐｏＢ）、ＤＮＡ回旋酶β亚单位

（ｇｙｒＢ）及热休克蛋白ｄｎａＫ等共同鉴定细菌可避免１６ＳｒＲＮＡ

基因组内变异的问题［２３］。

３．５　依靠１６Ｓ～２３ＳｒＲＮＡ区间鉴定细菌也存在一些局限性，

如某些细菌基因之间没有ＩＳＲ；某些细菌ＩＳＲ序列太长（大于

１．５ｋｂ），影响ＰＣＲ的有效扩增；某些细菌的基因组中含有多

个有差别的操纵子；且ＩＳＲ片段变化的随机性大，片段长度与

序列差异的相对性；还有些细菌没有与通用引物结合的互补序

列。但随着对１６Ｓ～２３ＳｒＲＮＡ区间实验研究的进一步深入，

其序列数据库将逐渐丰富起来，结构功能也将会得到全面

利用。

４　小　　结

综上所述，ｒＲＮＡ鉴定微生物具有高灵敏度和特异性，且

所需检测时间短，不依赖于微生物的分离培养，所以可用于临

床上快速、准确鉴定致病微生物，并且可以检测出未知的新型

微生物种类。１６ＳｒＲＮＡ由于高度保守及变异性较小，适合于

属内种间的鉴别，而１６Ｓ～２３ＳｒＲＮＡ区间由于具有高度变异

性及相对保守性，更适合那些１６ＳｒＲＮＡ无法鉴别而关系非常

密切的某些菌种和种内菌株的鉴别，因此，这两种检测方法各

有所长，后者是前者的很好补充。但是在实验室检测过程中仍

旧存在某些问题，但相信随着分子生物学技术的进一步发展以

及对１６ＳｒＲＮＡ及１６Ｓ～２３ＳｒＲＮＡ区间基础和临床研究的不

断深入，许多目前在实验操作中存在的问题一定会得到更好的

解决。
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成骨细胞在造血微环境中的作用

郝润英１，张书霞１△，贺冠强２，王菊美２

（河北省邯郸市中心医院：１．检验科；２．血液科，河北邯郸０５６００１）

　　关键词：造血干细胞；　造血微环境；　成骨细胞
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　　造血干细胞（ＨＳＣ）具有自我更新能力并且能够发育成各

系血细胞。这一过程只有在特定的骨髓微环境中才能完成，早

在１９７８年Ｓｅｈｏｆｉｅｌｄ
［１］就提出龛的概念来定义骨髓中适宜

ＨＳＣ生存的特定微环境结构。该假说认为 ＨＳＣ定位于骨髓

特定的三维环境内，以维持其自我更新的特点，而一旦离开龛，

ＨＳＣ在基质细胞和各种细胞因子作用下进入增殖和分化状

态，分化发育为各种成熟血细胞。随着研究的深入，发现这个

龛可以进一步分为“骨龛”和“血管龛”［２８］，两者在调节 ＨＳＣ方

面是有区别的，本文着重讨论作为“骨龛”中重要成分的成骨细

胞在造血调控中的重要作用。

研究表明成骨细胞是造血龛中的主体基质细胞，之所以是

造血微环境中的重要细胞成分，是因为其能分泌多种造血生长

因子，成骨细胞可以分泌ＩＬ１、ＩＬ６、ＧＭＣＳＦ、ＧＣＳＦ、ＭＣＳＦ

等支持造血的因子，同时成骨细胞也分泌抑制造血细胞增殖的

因子，如巨噬细胞抑制蛋白ｌ（ＭＩＰ１ａ），ＭＩＰ１ａ可以抑制造血

干、祖细胞的分化以保证有充足的造血干、祖细胞储备［８］。成

骨细胞对造血干、祖细胞调控的前提条件是成骨细胞必须与造

血细胞直接接触，当成骨细胞和 ＨＳＣ共培养后，后者也同样能

调控成骨细胞，使之分泌许多因子。成骨细胞和 ＨＳＣ之间存

在着密切的关系，两者之间可以相互影响。

在 ＨＳＣ龛里面，一方面成骨细胞通过一些黏附因子将

ＨＳＣ锚定在龛里面，另一方面成骨细胞通过分泌一些细胞因

子和基质成分来调控 ＨＳＣ。目前已知许多分子通路都参与了

龛的调节，对成骨细胞调控造血发挥很重要的作用。如

Ｎｏｔｃｈ／Ｊａｇｇｅｄ，Ａｎｇ１／Ｔｉｅ２，Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ，Ｃａ
２＋／钙离子敏感

受体（ＣａＲ），骨形成蛋白（ＢＭＰｓ），骨桥蛋白（ＯＰＮ）／β１整合素

以及ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４等。下面对这些调节通路分述如下。

１　Ｎｏｔｃｈ／Ｊａｇｇｅｄ通路

Ｎｏｔｃｈ基因在无脊椎动物和脊椎动物的多个物种中均有

表达，最早在果蝇中发现并被克隆，其编码一相对分子质量约

３００×１０３ 的单链跨膜蛋白。Ｎｏｔｃｈ蛋白是一个结构高度保守

的细胞表面受体，又是基因转录的调节因子。Ｎｏｔｃｈ蛋白主要

包括胞外区、跨膜区和胞内区，它的胞外区由多个表皮生长因

子（ＥＧＦ）样重复序列和３个富含半胱氨酸 Ｎｏｔｃｈ／Ｌｉｎ１２重复

序列组成。它的胞内部分相对较短，包括结合区（ＲＡＭ），６个

ＣＤＣ１０／ａｎｋｙｒｉｎ锚蛋白（ＡＮＫ）重复序列，２个核定位信号

（ＮＬＳ），１个转录激活区（ＴＡＤ）和１个ＰＥＳＴ序列。Ｎｏｔｃｈ配

体在果蝇中称Ｄｅｌｔａ和Ｓｅｒｒａｔｅ，在线虫中称Ｌａｇ２，而在脊椎动

物中Ｓｅｒｒａｔｅ的同源分子称Ｊａｇｇｅｄ１、Ｊａｇｇｅｄ２。Ｎｏｔｃｈ配体都是

长度很短的跨膜蛋白，胞膜外区含数量不等的ＥＧＦ样重复序

列。Ｎ端含有一个富含半胱氨酸的ＤＳＬ基序，在与 Ｎｏｔｃｈ的

相互作用中起关键作用。Ｃｏｆｆｍａｎ等
［９］发现 ＨＳＣ表面表达
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