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PCR-SSCP分析 Q热立克次体中国分离株 16S-23S rDNA基因间区

胡廷徽 , 温博海 , 万泽生 , 俞树荣　　(第三军医大学基础医学部微生物学教研室 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　建立快速分析 Q热立克次体分离株 16S-23S rDNA基因间区株间差异的 PCR-SSCP方法。方法　用半套式 PCR

扩增 7株中国分离株(七医 、新桥 、雅安 、李 、YS-8 、YS-9和 YH-11)和 3 株国际参考株(九里 、Henzerling 和Grita)的16S-23S rDNA 基因间

区 ,对扩增产物进行 PCR-SSCP分析。结果　3 株云南分离株(YS-8 , YS-9 和 YH-11)与其它 7 株之间的差异较大。与此区域的序列

分析结果一致。结论　Q 热立克次体分离株的 16S-23S rRNA基因间区由于适应不同的地理环境可发生变异 , PCR-SSCP 是快速分

析这些变异的有效方法。
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Analysis of the 16S-23S intergenic spacer region(ISR)of Coxiella burnetii Chinese iso-
lates with PCR-SSCP
HU Ting-hui , WEN Bo-hai , WAN Ze-sheng , YU Shu-rong(Department of Microbiology , Third Mi li tary Medical University ,Chongqing 400038, China)

　　Abstract:Objective　 To establish the PCR-SSCP method for rapid analy sis of the differences among the 16S-23S ISRs of the Coxiella burnetii

Chinese isolates.Methods　The 16S-23S ISRs of 7 Chinese isolates(Qiyi , Xinqiao , Yaan , Li , YS-8 , YS-9 , and YH-11)and 3 international reference

strains(Nine miles ,Henzerling and Grita)had been amplified by semi-nest PCR.The differences among their products were analyzed by PCR-SSCP.

Results　The 3 Yunnan isolates could be distinguished from the other 7 isolates.This result was in accordance with their sequences' analyses.Con-

clusion　 The 16S-23S ISRs of Coxiella burnetii isolates might be varied due to surviving in different geographic circumstances , PCR-SSCP is the

rapid and efficient method to investigate these differences.
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　　贝氏柯克斯体(Coxiella burnetii)俗称 Q热立克次

体 ,是一种广泛分布在自然界 ,引起人类和动物感染的

人兽共患病原体 。自 1962年首次分离到七医株以来 ,
我国已经分别从病人 、羊及蜱体内分离到17株Q热立

克次体中国分离株 。这些来源不同的分离株 ,由于所

处的生态或地理环境的不同 ,所致的疾病也各不相
同[ 1] 。建立快速分析株间差异的方法对研究 Q 热立

克次体致病机制和快速诊断都有着十分重要的意义。

近年来 , 16S-23S rDNA 基因间区(Intergenic spacer

region ,简称 ISR)在细菌株间差异分析中的应用越来越
多[ 2] 。本实验采用我室保存的分离自我国不同地区 、

不同临床类型和不同宿主的7株Q热立克次体中国分

离株和 3株国际参考株 ,半套式PCR对它们的 ISRDNA

进行扩增 ,PCR-SSCP 分析此区域在各分离株之间的差
异性 ,发现3株云南分离株(YS-8 、YS-9和YH-11)与其他

7株之间的存在差异 。PCR-SSCP(Single strand conforma-

tion polymorphism)是快速分析这些差异的有效方法 。
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1　材料与方法

1.1　实验材料
1.1.1　菌株　　本次研究共使用 10株 Q 热立克次体分离株。

Grita株 1957年由军事医学科学院引自前苏联。 1961 年引入我

室。原始传代情况不明。九里株和 Henzerling 株购自北京生物

制品研究所。七医株 1962年分离自四川一慢性迁延达 11个月

的Q 热患者。雅安株 1964 年分离自雅安一 Q 热患者。 YH-11

株 1965年由云南郊区一农民Q 热病人体内分离。李株 1981 年

分离自内蒙古一病人。新桥株 1964 年从四川犬体外寄生的铃

头血蜱中分离。YS-8 和 YS-9 都分离自从云南的绵羊胎盘。

1.1.2　引物　　ISR-L:5' -AGGCTAACCTTCGGGAG-3'

23S-R:5' -TATGGCTGAACTTTCCA-3'

ISR-R:5' -GCGCTTATTCACTTGACC-3'

1.1.3　试剂　　Taq 酶购自上海生工公司;dNTP 购自 Promega

公司。

1.2　方法
1.2.1　Q 热立克次体菌株的繁殖　　菌种均接种鸡胚 , 在卵黄

囊膜中生长繁殖 ,感染卵黄囊膜涂片后经 Gimenez染色镜检 , 选

择含立克次体较多(镜下每个视野可见 50 ～ 100个菌体)的卵黄

囊膜。

1.2.2　16S-23S ISRDNA 的半套式 PCR扩增　　根据 Q热立克

次体 rRNA操纵元的序列设计二引物 ISR-L和 23S-R , PCR法扩
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增10株 Q热立克次体分离株的 ISR。在 0.5 mL 反应管内加入

1 μl基因组 DNA , 1 μl 10 mmol/ L dNTP , 5μl PCR缓冲液(10×),

10 μl 15mmol/L MgCl2和 1.25U的 Taq酶 , 补 ddH2O至 50 μl总容

积 , PCR反应条件为95 ℃预变性 7 min后 , 再行30 个循环 , 每个

循环为94 ℃1 min , 50 ℃1 min 和72 ℃1 min ,循环后 72 ℃延伸

10 min。取 1μl反应产物作模板 , 以 ISR-L和 ISR-R 为引物进行

2 次扩增 ,再在反应管内加入1 μl 10 mmol/L dNTP , 5 μl PCR缓

冲液(10×), 10 μl 15 mmol/ L MgCl2和 1.25U的 Taq 酶 ,补 ddH2O

至 50μl总容积 , 扩增条件同首次扩增 ,共 35个循环;取 10μl反

应产物在含 0.5 μg/ml EB 的 1%琼脂糖凝胶上电泳 , 紫外灯下

观察结果。

1.2.3　PCR-SSCP　　在 Bio-Rad 垂直电泳装置中配制 6%非变

性聚丙烯酰胺凝胶 , 电泳缓冲液使用 1×TBE , 放入冰箱过夜 ,
使体系温度降至 4～ 6 ℃;取 10株 Q热立克次体分离株半套式

PCR产物各 8 μl , 分别加入 12μl载样缓冲液(甲酰氨 9.5 ml、溴
酚蓝 10 mg、0.5mol/L EDTA(pH 8.0)0.2 ml 、加 ddH2O至 10 ml),

再加入灭菌石蜡油 20μl , 100 ℃煮沸变性10 min ,立即插入冰水
浴中冷却 ,点入加样孔中;恒压 100 V 电泳 5 h ,体系在冰箱保持

温度为 4～ 6 ℃;银染:①固定:取下凝胶置 10%乙酸固定液中 ,
于室温平稳摇动 , 固定 15 ～ 30 min;②漂洗:弃固定液 , 加蒸馏

水 ,于室温中平稳摇动 , 漂洗 3～ 5 min ,重复 2～ 3 次;③染色:加
入新鲜配制的染色液(0.12%～ 0.15%硝酸银 、0.015%的 37%

甲醛),于室温平稳摇动 30 min;④漂洗:弃染色液 , 加蒸馏水 ,

于室温中平稳摇动 ,漂洗约 10 s;⑤显色:加入新鲜配制的显色
液(3%Na2CO3、0.015%的 37%甲醛 、400 ng/ ml硫代硫酸钠)于

室温中平缓摇动 ,显色至条带清楚而背景不过高为止;⑥终止:
加入与显色液等体积的固定液终止显色反应 , 用蒸馏水漂洗 5

min ,观察结果。

2　结果

2.1　半套式 PCR扩增结果

　　以 ISR-L和 23S-R为首次扩增引物 , ISR-L和 ISR-R为 2 次

扩增引物 ,半套式 PCR对10 株Q热立克次体 DNA进行扩增 , 10

株Q 热立克次体均扩增出约 570 bp 大小的一个条带 , 与设计相
符 ,且 10 株分离株的扩增产物之间无长度差异 , 见图 1。

图 1　10株 Q热立克次体分离株的半套式 PCR结果

Fig 1　ISRs of 10 Coxiella burnetii isolates ampl ified

by semi-nested PCR

1:Nine mi les;2:Qiyi;3:Xinqiao;4:Yaan;5:Li;6:Marker;

7:Grite;8:Henzerling;9:YS-8;10:YS-9;11:YH-11

2.2　PCR-SSCP分析
　　实验结果表明 ,在 6%聚丙烯酰胺凝胶上电泳约 5 h 后 , 10

株Q 热立克次体的 ISR单链 DNA的迁移率各不相同 ,其中 3 株

云南分离株(YS-8、YS-9 和 YH-11)与其它 7 个株之间的差异较

大 ,见图 2。该实验结果在测序结果中也得到了证实。 3 个云

南分离株在第 60位碱基上存在“ C” ※“ A”的突变。

图 2　10株 Q热立克次体分离株的半套式 PCR结果

Fig 1　ISRs of 10 Coxiella burnetii isolates ampl ified

by semi-nested PCR

1:Nine mi les;2:Qiyi;3:Xinqiao;4:Yaan;5:Li;6:Marker;

7:Grite;8:Henzerling;9:YS-8;10:YS-9;11:YH-11

3　讨论

　　Q热立克次体分布相当广泛。由世界各地分离到

的菌株 ,其致病特点不尽相同。不同来源的新分离到

的菌株 ,对实验动物的毒力也各有差异 。造成这些差

别的遗传学因素 ,目前尚未阐明。我国 1962-1983年

分离到的 17株 Q热立克次体中 ,它们的宿主类型 、致

病性和分离地点都各不相同。目前已发现在 DNA限

制性片段分析和 23S DNA插入序列分析中 ,云南株与

其它株的差异较大[ 3 , 4] 。但这二种方法 ,一种需要大

量的Q热立克次体 DNA ,一种需要较高的实验条件 ,

不易推广。因此 ,建立快速分析株间差异的方法对研

究Q热立克次体致病机制和快速诊断都有着十分重

要的意义 。

　　16S-23S rDNA基因间区分析是目前细菌株间差异

分析的常用方法 。我们用半套式 PCR扩增了 10株来

自不同地区和不同宿主的 Q 热立克次体分离株的

16S-23S ISR ,但未发现各株扩增产物之间有明显的长

度差异 。这可能与 Q热立克次体基因组中仅有一个

rRNA操纵元存在 ,不可能进行胞内 rRNA基因重组 ,

使得 Q 热立克次体的 ISR的变异不似具有多拷贝的

rRNA操纵元的细菌(如 E.Coli 基因组中存在 7 个

rRNA拷贝)丰富有关。另外 ,严格的胞内寄生也可能

限制了外界因素对其基因组的影响 。
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　　为了研究不同 Q 热立克次体分离株 16S-23S ISR

中是否存在基因突变 ,我们选用 PCR-SSCP 这种快速

分析突变的方法 。结果表明 , 3株云南分离株(YS-8 ,

YS-9和 YH-11)与其它 7个株之间的差异较大。该实

验结果在我们的测序结果中也得到了证实。序列分析

结果发现它们仅在少数几个碱基位上有不同 ,其中以

第60位碱基改变最为明显 。根据此改变 ,可把 10株

Q热立克次体分离株分为两类 ,3个云南分离株(YS-8 ,

YS-9和 YH-11)为一类 ,为“A” ,而其它 7 株(九里 、七

医 、新桥 、雅安 、李 、Grita 和Henzerling)则为“C” ,这些改

变可能与适应特殊的地理环境有关 。

　　单链构象多态性(SSCP)的形成与诸多因素有关:

如聚丙烯酰胺凝胶的浓度和交联度;电泳时凝胶的温

度;凝胶和电泳缓冲液的离子强度和载样液中变性剂

的种类等。特别是温度对结果的影响最为明显 ,温度

过高可能破坏某些 DNA 单链的不稳定构象[ 5] 。我们

固定了聚丙烯酰胺凝胶的浓度和交联度 、凝胶和电泳

缓冲液的离子强度和载样液中变性剂的种类 ,对不同

温度影响 PCR-SSCP 结果的程度进行了分析 ,发现体

系温度维持在 4 ～ 6 ℃所得的PCR-SSCP 结果最好 。另

外 ,鉴于 16S-23S ISR在Q热立克次体各分离株中的高

度保守性 ,我们建立了基于此区域的半套式 PCR法和

DNA斑点杂交法 ,这两种方法都有较高的特异性和灵

敏度 ,有望用于 Q热立克次体的快速诊断[ 6] 。
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