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对中国 ! 个不同地区幽门螺杆菌菌株的多位点序列分析研究

廖亚玲，邹全明，张卫军，刘晓菲，钟* 情* * （第三军医大学医学检验系临床微生物与免疫学教研室，重庆 %""")’）

* * 摘* 要：目的* 了解国内 % 个不同地区（北京、上海、重庆和广州）收集的幽门螺杆菌（+, -./012）临床株的遗传背景和
可能的来源。方法* 从胃肠疾病患者黏膜标本中分离培养幽门螺杆菌，应用多位点序列分析（34/52/0647 78948:68 5.-2:;，
<=>?）对鉴定阳性的菌株进行 >?分型比较，并且以 @AB 方法测定 CD6E基因型。结果* )" 株临床分离的幽门螺杆菌菌
株，CD6E7!D阳性 &$ 株（’), ) F），CD6E 7!G阳性 $ 株（!H, I F），CD6E 3& 阳性为 )" 株（!"" F），未发现 7& 型菌株，其中标
准株 JA?A!!H)I 为 CD6E7!D K 3! 型。共确定了 &’ 种 >?型。结论* <=>?作为幽门螺杆菌分型方法，分辨率高，结果准确，
易于标准化。通过信息学分析可以将 <=>?分型、CD6E 基因型和遗传背景、临床来源结合起来，适于进行分子进化学研
究。
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* * 中图法分类号：B)!’, "%；B)I&；B)I’* * * 文献标识码：E

"#$#%&’ (&)#*+&%, -$( )-’. -//#/# 0#%#*12#$#&%, &$ !"#$%&’(%)"* +,#&*$ &+1/-%#+ 3*14
315* ’&%&#+ 13 60&$-
=LEM ND#/2:;，OMP Q4D:#32:;，O+EJR S82#T4:，=LP U2D0#V82，O+MJR Q2:;（W8-D1538:5 0V A/2:26D/ <2610G20/0;. D:X L3#
34:0/0;.，A0//8;8 0V =DG01D501. <8X262:8，?Y21X <2/25D1. <8X26D/ P:2C81725.，AY0:;92:; %""")’，AY2:D）

* * .7+%*-’%：!"#$%&’($* ?0 8CD/4D58 5Y8 ;8:8526 X2C81725. 0V )" !"#$%&’(%)"* +,#&*$ 270/D587 V103 5Y8 -D528:57
2: V041 625287 0V AY2:D（ Z82T2:;，>YD:;YD2，R4D:;[Y04，AY0:;92:;） G. 5Y8 34/52/0647 78948:68 5.-2:;
（<=>?），D:X 50 V2:X 5Y8 /2:\ G85]88: 5Y8 CD6E ;8:05.-8 D:X 78948:68 5.-8（>?）, )$&*+,-* L70/D587 ]818
1D:X03/. 18614258X V103 60:786452C8 8:X0760-. 6/2:267 2: V041 625287, E: DC81D;8 0V $ ^ H 751D2:7 -81 -D528:5 ]818
270/D58X D:X 82;Y5 /062 78/8658X V01 5Y8 <=>? 76Y838 ]818 D3-/2V28X D:X 78948:68X ]25Y -123817, ?Y8 CD6E
;8:05.-8 ]D7 D:D/.[8X G. @AB D:X )F D;D1078 8/86510-Y018727, .$-/0&-* ?Y818 ]818 505D//. &’ >? ;8:05.-87，
3075 0V ]Y26Y D18 :8] >? ;8:05.-87 5YD5 YDC8 :8C81 G88: V04:X D30:; 5Y8 XD5DGD78, ?Y8 3075 -18CD/8:5 CD6E
;8:05.-8 ]D7 7!D K 3&（’), )F），V0//0]8X G. 7!G K 3&（!), "F）, L: 60:51D75，5Y8 7!D K 3! ;8:05.-8 ]D7
76D168/. -1878:5（"F）, 1+2%0/-’+2* ?Y8 CD6E ;8:05.-8 CD128X V01 8D6Y >?, M41 1874/57 7Y0]8X :0 0GC2047
/2:\ G85]88: >?7 D:X CD6E ;8:05.-87, E7 5Y818 D18 /255/8 XD5D 0: Y43D: 270/D587 X48 50 5Y8 DG78:68 0V 7.7583D5#
26 8-2X8320/0;26D/ 2:C8752;D520:7 0V !- +,#&*$ 2: 38X26D/ /DG01D501287，041 1878D16Y ]2// -10C2X8 478V4/ 2:V013D#
520: 2: 4:X8175D:X2:; 5Y8 8-2X8320/0;. 0V !- +,#&*$ 2: AY2:D,
* * 8#, 91*(+：!"#$%&’(%)"* +,#&*$；<=>?；CD6E

* * 人类对幽门螺杆菌（!"#$%&’(%)"* +,#&*$，+@）普遍
易感，但感染后的症状各不相同，菌株致病性存在人

种、地域差异性。目前对幽门螺杆菌进行分型主要依

据几种与感染密切的蛋白质［!］。CD6E 基因存在于所
有幽门螺杆菌菌株中［&］，不同地区、来源的幽门螺杆

菌 CD6E基因型具有多态性［)，%］。幽门螺杆菌的种内
多样性和等位基因的序列多态性远远高于其他细

* * 作者简介：廖亚玲，女，重庆市人，硕士研究生，助教，主要从事幽门螺杆菌分

子生物学和致病机制方面的研究。电话：!)$(%!"!I!’

* * 通信作者：邹全明，电话：（"&)）H’I$&)!H

* * 收稿日期：&""I#!&#&!；修回日期：&""’#")#!&

菌［$］，传统分型方法由于分辨力不高，分型结果存在

一定的局限性。

* * 多位点序列分型（<=>?）方法具有很高的分辨能
力，适用于流行病学研究和分子进化学的研究［H］。

<=>?是由多位点酶电泳（<=__）衍生出来的一种分
型方法［I］。与传统分子生物学分型方法相比，解决了

不同实验室间结果不能进行比较的问题［’］，具有更高

的分辨力［(，!"］。我们对各地分离的 )" 株幽门螺杆菌
进行 <=>?基因分型，探索不同地区感染的主要菌型，
并与 CD6E基因型比较。了解它们的遗传背景和可能
的来源，便于与国际流行株比较。
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表 !" 针对筛选出的管家基因的核心片段，设计其特异的 #$%扩增和测序引物

基因 片段长度（!"） 基因产物或功能 扩增引物 测序引物

#$%& ’(’ 尿素酶相关蛋白 ) * +,,--+--.,-++,,-,., ) * +,,--+--.,-++,,-,.,

/ * ,---+++-...--+,+--,.. / * ,---+++-...--+,+--,..

0#12 345 特殊的腺嘌呤葡萄糖转基酶 ) * -,,--,-+,2-,,+++.---+.+. ) * -,,--,-+,2-,,+++.---+.+.

/ * --++,.,-,-,-2---.-+,, / * --++,.,-,-,-2---.-+,,

%6" 375 延伸因子 ) * .++---,,+-,+,.,+,.-. ) * .++---,,+-,+,.,+,.-.

/ * --.+..----.++,+-+.-. / * --.+..----.++,+-+.-.

""8 9:( 无机焦磷酸酶 ) * ,,+,+--,.++-,++---+,+ ) * ,,+,+--,.++-,++---+,+

/ * ,-,,,,--++/+-.,--+++--, / * ,-,,,,--++/+-.,--+++--,

;"<. ’75 ,-=8>% ) * .+.,..-+-------,+.-+++++. ) * .+.,..-+-------,+.-+++++.

/ * .+--2+...-...++-,+-,. / * .+--2+...-...++-,+-,.

?8@+ 333 空泡毒素 ) * +.++..,-,+-.+--..+,. ) * +.++..,-,+-.+--..+,.

/ * +-+.,.-...+.,-+--,. / * +-+.,.-...+.,-+--,.

81"+ A4B +-=合成酶 ) * ,+.-+,.,--+++.,.+., ) * ,+.-+,.,--+++.,.+.,

/ * --,+++..,+.++,...+. / * --,+++..,+.++,...+.

1$". 3’A 邻氨基苯甲酸异构酶 ) * -+,++-,.++++++,.+-.,...-. ) * -+,++-,.++++++,.+-.,...-.

/ * -++,...,.+.+.---+----.,.. / * -++,...,.+.+.---+----.,..

!" 材料与方法

7C 7D 菌株来源
D D 收集 3 个地区（北京、重庆、广州、杭州）幽门螺杆菌临床分
离株。患者年龄范围在 45 E (’ 岁，男女各占 ’5F，其中慢性胃
炎患者 7: 例，消化性溃疡 77 例，腹痛待查 : 例。细菌在含 ’F
兔全血的布氏培养基，9B G 微需氧环境培养 9 E 3 H。
I.-.77A9B 作为标准对照株。

7C 4D JKL-分析
7C 4C 7D 提取基因组 MI+D D 复苏保存的菌液，从纯培养中提
取细菌基因组，采用天成公司的细菌基因组 MI+ 提取试剂盒
进行操作。

7C 4C 4D =./扩增 D D 根据文献筛选 ( 个看家基因，即 81"+、
%6"、0#12、""8、1$".、#$%&、?8@+、;"<.合成 ( 对引物［77］（表 7）。
扩增产物进行纯化和 MI+ 序列分析。引物合成和 MI+ 分析
由上海生工公司进行。

7C 4C 9D 生物信息学分析 D D 将 ( 个看家基因对应序列与
<11"：* * NNNC 0O>1C P%1 *上相应等位基因进行比较，获得每株菌
的等位基因图谱，通过 JKL-确定序列分型（L-），与国际菌株
的资料进行比较。应用 %QR/L- 程序将 L-> 归为谱系（ @OSP8O
@S0"O%T），构建系统进化树［74］。

7C 9D 传统 ?8@+基因分型
D D 针对 ?8@+基因信号区及变异区设计引物［B］，由上海生工
公司合成。检测 !"#$%7"、!"#$%7&、!"#$%4、!"#$’7、!"#$’4 基因，
引物序列见表 4。扩增条件为：:3 G 3’ >，’’ G 95 >，B4 G
3’ >，共 9’ 个循环，最后 B4 G延伸 B 0UP。取 75 !O =./ 产物于
9 F的琼脂糖凝胶电泳后在凝胶成像仪上分析结果。

&" 结果

4C 7D JKL-分析
D D 扩增临床分离株 ( 个看家基因的核酸片段，=./ 结果的
电泳图鉴定见图 7。( 个基因座位多态性位点从 81"+的 7C ( F
到 0#12的 9C : F不等。

表 &" ’()*基因扩增引物

扩增片段 引物序列 片段大小（!"）
!"#$%7" ) * ’VW,-.+,.+-.+.+..,.++.W9V 7:5

/ * ’VW.-,.--,++-,.,..+++.W9V
!"#$%7& ) * ’VW+,.,..+-+..,.++,+,W9V 7(B

/ * ’VW.-,.--,++-,.,..+++.W9V
!"#$%4 ) * ’VW,.-++.+.,..+++-,+-..W9V 7::

/ * ’VW.-,.--,++-,.,..+++.W9V
!"#$’7 ) * ’VW,,-.++++-,.,,-.+-,,W9V 4::

/ * ’VW..+--,,-+..-,-+,+++.W9V
!"#$’4 ) * ’VW,,+,....+,,+++.+--,W9V 9’4

/ * ’VW.+-++.-+,.,..--,.+.W9V

! " # $ % & ’ ( )

!’** +,
!%** +,

7 E (：81"+，%6"，0#12，""8，1$".，#$%&，?8@+，;"<. 基因扩增片
段；J：标准分子量标记
图 !" 标准株 +$,$!!-./ 的等位基因的核心片段核酸电泳结果

D D 得到 4( 个 L->序列型，都是之前在幽门螺杆菌 JKL- H818W
!8>%未被报道的，大部分菌株都是独特型（LUPXO%1SP）。
D D R=,J+ 绘制进化树，显示幽门螺杆菌的亲缘关系（图
4+）。可将菌株大致分为三大类，L-34( 和 L-379，L-379，L-37’
和 L-95，其他为余下序列型，其中 L-95 和 L-37’ 的表现完全相
同，亲缘性十分的相近。

D D 通过 %QR/L-分析菌株相关性，L-95 和 L-37’ 具有高度的
亲缘性，分析两者可能是由同一菌株选择性突变所致。L-35A 和
L-37A是来自同一株祖先菌株，与 L-349有着亲缘关系（图 4Q）。

4C 4D !"#$的基因型
D D !"#$%7"阳性菌株为 4’ 株（(9C 9F），!"#$%7& 阳性菌株为
’ 株（ 7AC BF），未检出 >4 型；!"#$’4 阳性菌株为 95 株
（755F），!"#$’7 阳性菌株为 5 株。慢性胃炎组 !"#$%7" ( ’4
73株，!"#$%7& ( ’4 ’ 株；消化性溃疡组 !"#$%7" ( ’4 B 株；腹痛待
查组 3 株也均为 !"#$%7" ( ’4。标准株 I.-.77A9B 为 !"#$%7" (
’7 型。
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%：系统进化树分析图；&：’&()*+分析
图 !" 菌株的 # 个等位基因的核心序列的聚类作图

" " 比较 , 组中 -./%0!.和 -./%12 基因型的分布，消化性溃疡
组与慢性胃炎组和腹痛待查组 0!. 型有显著性差异（! 3
45 46），而其他两组 0!.型无显著性差异，, 组之间 12 型无显著
差异（! 7 45 46）。

$" 讨论

" " 对 $ 个城市的幽门螺杆菌临床分离株进行 89*+
分析，等位基因的多样性与之前结果差异不大［!,］。得

到 2: 个全新的 *+0 序列型，均不属于原有的克隆谱
系。*;<=>’?@< 序 列 型 在 本 实 验 中 占 了 大 部 分
（:45 4A），与其他基因型相比代表了遗传距离较远的
基因型。随着幽门螺杆菌 89*+ 数据的增加，可以肯
定在基因型之间会发现新的联系。

" " 不同地区分离的幽门螺杆菌株，其 -./% 基因型的
具有高度多态性。本实验中，-./% 基因型以 0!. B 12
型为主，消化性溃疡组与其他组间 0!. 型有显著性差
异，而 12 型差异无显著性。提示从消化性溃疡患者
胃粘膜标本中分离出 -./%0!.型的可能高于慢性胃炎
和无症状患者，而 -./%1型则与幽门螺杆菌相关疾病
相关性不大。由于样本量的限制，*+ 型与 -./% 基因
型暂未见明显的相关性。

" " 系统进化树的构建采用 (CD8% 法。与其他聚类
方法相比，所产生的树状图失真最少［!$］。从而将幽门

螺杆菌株归为三大类，显示出菌株间存在着一定的遗

传亲缘关系。

" " 幽门螺杆菌有其独特的遗传变异性和种内多样

性，尽管在本实验中样本量还不够大，但是我们仍可以

发现两个同源谱系（/>@<.> =E@FG）的存在，随着样本量
的加大，我们相信可以找到更多的同源系。这对于下

一步进行幽门螺杆菌菌的进化分析，及其伴随宿主—

人类的迁徙活动，提供了数据。

参考文献：

［!］*./H0 D，I’’J0 K 9，8’>/H’E0 L，"# $%# +H’ =.0?E;/ M;@>@=N @O &"%’()*
+$(#", -.%),’［P］# %<<F )’- CHN0;@>，244,，Q6：,$R S ,QR#

［2］9’’ P T，UH@’ V T，P’@< & T，"# $%# D’<@?NG’0 @O ?H’ &"%’()+$(#",
-.%),’ -./% 0;=<.> 0’WF’</’ X;OO’E Y;?H .=’ ;< L@E’.［P］# T’>;/@M./?’E，
244$，R（!）：6$ S 6:#

［,］8@1’<.H % 8，+.N’M 8 +# )’>.?;@<0H;G M’?Y’’< &"%’()+$(#", -.%),’
-./% =’<@?NG’0 0?.?F0 .<X E;0J @O G’G?;/ F>/’E ;< *.FX; G.?;’<?0［ P］#
*.FX; 8’X P，244Q，2Z（Q）：:4$ S :4Z#

［$］[E\\;< V，L@J0.> ]，%>?F< *，"# $%# CE’-.>’</’ @O &"%’()+$(#", -.%),’
-./%，/.=%，/.=[，;/’%，M.M%2 =’<@?NG’0 .<X /@EE’>.?;@< Y;?H />;<;^
/.> @F?/@1’ ;< +FEJ;0H G.?;’<?0 Y;?H XN0G’G0;.［ P］# T’>;/@M./?’E，
244Q，!!（Q）：6Z$ S 6:4#

［6］_.>F0H K，I;E?H +，9;<\ &，"# $%# +E./’0 @O HF1.< 1;=E.?;@<0 ;< &"%’*
()+$(#", -.%),’ G@GF>.?;@<0［ P］# */;’</’，244,，2RR（6Q!2）：!6:2 S
!6:6#

［Q］8.;X’< 8 U，&N=E.-’0 P %，_’;> [，"# $%# 8F>?;>@/F0 0’WF’</’ ?NG;<=：
. G@E?.M>’ .GGE@./H ?@ ?H’ ;X’<?;O;/.?;@< @O />@<’0 Y;?H;< G@GF>.?;@<0 @O
G.?H@=’<;/ 1;/E@@E=.<;010［P］# CE@/ ‘.?> %/.X */; ( * %，!RR:，R6
（Q）：,!$4 S ,!$6#

［Z］*’>.<X’E ) L，U.F=.<? K %，a/H1.< T，"# $%# 8’?H@X0 @O 1F>?;>@/F0
’<\N1’ ’>’/?E@GH@E’0;0 O@E M./?’E;.> G@GF>.?;@< =’<’?;/0 .<X 0N0?’1.?;/0
［P］# %GG> [<-;E@< 8;/E@M;@>，!R:Q，6!（6）：:Z, S ::$#

［:］(EY;< )，8.;X’< 8U# 8F>?;^>@/F0 0’WF’</’ ?NG;<=：. ?@@> O@E =>@M.>
’G;X’1;@>@=N［P］# +E’<X0 8;/E@M;@>，244,，!!（!4）：$ZR S $:Z#

［R］)’-.\;0H-;>; +，L@?’?;0H-;>; 8，*?;<’ a U，"# $%# U@1G.E.?;-’ .<.>N0;0
@O 1F>?;>@/F0 0’WF’</’ ?NG;<= .<X GF>0’X^O;’>X =’> ’>’/?E@GH@E’0;0 O@E
/H.E./?’E;\;<= 9;0?’E;. 1@<@/N?@=’<’0 0?E.;<0 ;0@>.?’X OE@1 ’<-;E@<1’<?.>
.<X />;<;/.> 0@FE/’0［P］# P U>;< 8;/E@M;@>，244$，$2（!）：2ZQ S2:6#

［!4］L@?’?;0H-;>; 8，*?;<’ a U，UH’< V，"# $%# 8F>?;>@/F0 0’WF’</’ ?NG;<=
H.0 M’??’E X;0/E;1;<.?@EN .M;>;?N O@E ?NG;<= ];ME;@ /H@>’E.’ ?H.< X@’0
GF>0’X^O;’>X =’> ’>’/?E@GH@E’0;0 .<X GE@-;X’0 . 1’.0FE’ @O GHN>@=’<’?;/
E’>.?’X<’00［P］# P U>;< 8;/E@M;@>，244,，$!（6）：2!R! S 2!RQ#

［!!］%/H?1.< 8，%\F1. +，&’E= K [，"# $%# )’/@1M;<.?;@< .<X />@<.>
=E@FG;<=0 Y;?H;< &"%’()+$(#", -.%),’ OE@1 X;OO’E’<? =’@=E.GH;/.> E’=;@<0
［P］# 8@> 8;/E@M;@>，!RRR，,2（,）：$6R S $Z4#

［!2］ P@>>’N L %，_’;> [ P，UH.< 8 *，"# $%# *’WF’</’ ?NG’ .<.>N0;0 .<X
E’/@1M;<.?;@<.> ?’0?0（*+%)+）［P］# &;@;<O@E1.?;/0，244!，!Z（!2）：
!2,4 S !2,!#

［!,］ P@>>’N L %，UH.< 8 *，8.;X’< 8 U，"# $%# 1>0?XM‘’?^ X;0?E;MF?’X
1F>?;^>@/F0 0’WF’</’ ?NG;<=（89*+）X.?.M.0’0［ P］# &8U &;@;<O@E^
1.?;/0，244$，6：:Q#

［!$］8.’WF’\ % 9，)’.> )，].E=.0 P 8，"# $%# a< ;X’<?;ON;<= /@11@<
X;0?E;MF?;@< G.??’E<0 .<X ?H’;E /.F0.> O./?@E0：. GE@M.M;>;0?;/ 1’?H@X
.GG>;’X ?@ G?’E;X@GHN?’0 ;< ?H’ bM’E;.< C’<;<0F>.［P］# P@FE<.> @O &;@^
=’@=E.GHN，!RRZ，2$（6）：Q!, S Q,!#

（编辑" 龙" 亮）

!64!


