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·实验室研究·

猪链球菌脉冲场凝胶电泳分析方法的建立

王丽丽 叶长芸 许彦梅 崔志刚 景怀琦 金东 杜华茂 张守印 白雪梅

赵爱兰 徐建国

【摘要】 目的 建立一种可共享的猪链球菌脉冲场凝胶电泳分析(PFGE)方法。方法 利用

PulseNet技术优化猪链球菌PFGE分子分型方法，提出新的分析方案，包括胶块的制备、内切酶的选

择、电泳条件等。利用DNAStar的Mapdraw软件对猪链球菌基因组序列进行分析，发现在242种内

切酶中，s叫乜I、sm口I、A抛1种酶比较适合。结果通过对34个血清型共100株菌的分析，发现

使用S伽I可获得59种带型，使用Sm口I可获得53种带型，使用A抛I可获得43种带型。其中以
S伽I的分辨率最好。结论提出猪链球菌的S伽I PFGE分析方法，并对条件进行优化，较原方法
所需时间短、图像清晰，更具有可重复性，基本具备推广的条件。

【关键词】 猪链球菌；脉冲场凝胶电泳分析
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【Abstract】 0bjective To develop aPFGE protocol for s￡，‘8户￡o∞cc“5 s“is．Methods we developed

and optimized aPFGE protocol for S．s“is，in terms of plug preparation，choice of restriction endonucleases

and optimized electmphoresis parameterS． By analyzing the genome sequences of S．s“缸 P1／7 with

Mapdraw of DNAStar，we found three restriction enzymes，S硼n工， Sm口工 and Ap口工，were more

suitable than others．Results Analysis of 100 isolates of S．5“is including 34 of 35 serotypes identified，

59，53 and 43 patterns were obtained fmm S伽工， S州口I and Ap口工 rest“ction，respectively． The
enzyme S让慨I had the greatest power for discrimination ability． Conclusion By optimization of the

protocol at various conditions，a rapid，reproducible，economic and practical PFGE method for S．s“is was

developed．

【Key words】 s￡，℃声￡o∞cf“5 s“缸；Pulsed field gel electrophoresis analysis

猪链球菌(S￡化力￡o∞ff“s sM如)是一种人畜共患

病的病原体，可引起人和动物间疫情u’31。按照该菌

荚膜多糖抗原类型，可以分为35个血清型。4’5I，而引

起人间感染的主要是血清2型。1998—1999年我

国江苏省部分县(市)，连续两年出现猪链球菌病的

暴发№J。2005年6—8月四川省发生人感染猪链球

菌病暴发，报道有204人发病，38人死亡，是迄今为

止报道的最大的一起猪链球菌感染疫情，引起了国
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内外广泛的关注。川。脉冲场凝胶电泳(PFGE)是细

菌性传染病实验室监测和分析的重要技术。目前，

国际上尚没有可推广的猪链球菌PFGE染色体

DNA片段操作方案和统一的数据库，难以实现国内

外各实验室之间菌株的比较。而已往文献发表的方

法，重复性差，图像质量不符合分析软件的要求，不

易推广，已不能满足实验室监测和流行病学分析的

需要。因此，本研究的目的就是要建立一种可共享

的、标准化猪链球菌PFGE分析方法。

材料与方法

1．菌株：实验菌株包括2005年四川省猪链球菌

病疫情分离菌株，我国贵州、广东、广西、江西等地分

离菌株以及加拿大赠送的34个血清型参考菌株共

100株。
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2．主要试剂：限制性内切酶x妇I、Sm盘工、

A抛I、S叫以I等均为BBI公司或TAKARO或

Promega生产。SeaKem Gold琼脂糖购自美国

Cambraex Bio Science Rockland公司；Br订35购自

SERVA公司；蛋白酶K购自德国Merck公司；SDS

购自北京鼎国生物技术发展中心，进口分装；

EDTA、Tris、硼酸购自上海生工生物工程技术服务

有限公司；溶菌酶、脱氧胆酸钠、十二烷基肌氨酸钠

购自SIGMA公司；其他相关试剂购自北京化工厂。

试剂均为分析纯。

3．主要仪器：脉冲场凝胶电泳仪为CHEF

MAPPER System或者DRⅢ(Bio—Rad，USA)；凝胶

成像系统为GEL Doc 2000(Bio—Rad，USA)；低温离

心机为Eppendorf Centrifuge 5810R；水浴摇床为

Grant oLS2000(Grant，England)；浊度仪为

Densimat(BioMe“eux，France)；比浊用试管为

REF352054(BD公司，USA)；50 ml Screw—cap试管

为Corning Centrifuge Tube(Corning公司，USA)；超

纯水制造器为美国MILLIPOR。制胶用模具、灌胶

器(Bio—Rad 170—3704)、10孔梳子或15孔梳子及

screened—cap为Bio—Rad公司提供。

4．实验方法：

(1)胶块制备过程中溶菌酶和蛋白酶K作用时

间的比较研究：Vela等【8 3的方法中胶块制备操作步

骤较耗时，溶菌酶和蛋白酶K作用时间分别为4 h

和过夜(≥12 h)，为缩短胶块制备时间，本研究参照

该方法，以四川省猪链球菌病疫情分离株SC22为

实验菌株，对PFGE胶块制备过程中的溶菌酶和蛋

白酶K进行不同作用时间梯度的比较研究。

(2)不同内切酶的选择：有关猪链球菌PFGE分

析的方法常用S优以I和A加工两种内切酶。但使

用S优以工酶切后电泳条带过少，使用A抛I酶切后

电泳条带过多，不利于结果分析。本实验使用

DNAStar的Mapdraw软件，分析各种内切酶对于已

测序的猪链球菌P1／7的酶切位点，得到酶切位点数

量在10～100的内切酶，包括A加工、姗oz I、
S口cⅡ、P优P工、B6e I、MZ“工、P口c工、BssHⅡ、

Sm口工、№e工、S伽工、R5，一Ⅱ。使用上述12种内
切酶对猪链球菌株SC22的同一个胶块进行酶切电

泳，并分析了各种内切酶对猪链球菌酶切后电泳片

段的分布情况。电泳参数为1—50 s 18 h。

(3)三种内切酶电泳参数的研究：通过设置不同

电泳参数条件，对选用的S训口工、Sm口I、A加工内

切酶进行了最佳电泳参数的优化，以便使限制性内

切酶消化得到的猪链球菌染色体DNA片段电泳后

分布均匀，便于分析。

(4)S伽I、S优口I、A抛I三种内切酶对100

株猪链球菌的对比分析：对100株不同来源及血清

型的猪链球菌用优化的S伽I、Sm盘I、A抛工三种
限制性内切酶和电泳条件进行分析。用这三种限制

性内切酶对实验菌株染色体消化处理后进行脉冲场

凝胶电泳，分别进行带型比较和聚类分析，判断三种

酶的分辨率，以期确定最佳内切酶，建立猪链球菌脉

冲场凝胶电泳的优化方法。

结 果

1．胶块制备过程中溶菌酶和蛋白酶K作用时

间的研究：通过对胶块制备过程中设置溶菌酶

(15 min／30 min／1 h／1．5 h／2 h／3 h／4 h)和蛋白酶K

(1 h／1．5 h／2 h／4 h／6 h／8 h／10 h／12 h)不同作用时

间梯度，观察到各种时间条件下酶切效果均较好。

当溶菌酶和蛋白酶K作用时间缩短到15 min和1 h

时仍然可得到清晰的条带(图1)。因此，确定获得

酶切片段较好的分离效果的溶菌酶和蛋白酶K的

最佳作用时间为15 min和1 h。

注：1～7为溶菌酶和蛋白酶K作用时间，分别为1 h／1．5 h，

1．5 h／1．5 h，2 h／1．5 h，15 min／1 h，30 min／l h，1 h／1 h，1．5 h／1．5 h

的消化结果；实验菌株为sc22

图1 溶菌酶和蛋白酶K不同时间组合的消化作用

2．内切酶的选择：使用DNAStar的Mapdraw

软件，分析各种内切酶对于猪链球菌测序菌株P1／7

的酶切位点，选择酶切位点在10～100的12种内切

酶对猪链球菌SC22菌株的同一个胶块进行酶切电

泳。电泳参数为1—50 s 18 h。各内切酶的使用完

全按照内切酶的使用说明书进行操作。从图2可见

P优8工、砌c工及S讹I用作猪链球菌脉冲场凝胶

电泳的限制性内切酶较理想。Pme工得到13个条

带，P盘c工可以得到9个条带，且条带分布较均匀，
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但这两种内切酶较昂贵，不利于广泛使用；S伽工可
得到15个条带，数目适中，且条带分布较均匀，带型

理想，价格合理，便于推广。因此将S叫口I作为首选

的限制性内切酶。同时将文献使用的S优口I和

A∞工作为对比研究内切酶。

S伽I消化的猪链球菌的染色体片段分布较为均
匀，便于带型分析(图5)。

注：1～7分别为猪链球菌株94。3037，91—1804，SC256，SC340，

98叭5，P1／7，M32的酶切结果

图4 A加l最佳电泳参数效果

注：1～12分别为A∞l，姗甜I，&cⅡ，PmP I，—‰l，
MZ“I，Pnf I，B5婀Ⅱ，Sm口I，№P l，S蚴I，R5rⅡ

图2 12种内切酶对SC22菌株染色体的酶切图谱

3．三种内切酶的电泳参数研究：

(1)Sm口I：使用S仇口I内切酶在使用脉冲参

数为1—30 s，电泳时间为18 h时，发现有些菌株分

子质量约1兆的大片段处出现2个条带，提示电泳

条件需要进一步改善。同时，为了改善大小片段之

间差距较大，导致条带分布不均匀的情况，选用两阶
注：l～7分别为猪链球菌株94—3037，91—1804，sc84，sc340，

段电泳。经过优化，证实将电泳参数设为1—50 s GDl，98叭5，M32的酶切结果

8 h；5 s 10 h，可获得比较满意的结果(图3)。 图5 s伽I最佳电泳参数效果

注：1～7分别为猪链球菌株P1／7，89一1591，Hud lirnoge，Recim8

91—1804，98015，SC84的酶切结果

图3 Sm口I最佳电泳参数效果

(2)A加工：参考文献[9]中使用的A加工电泳

参数为0．1—25 s 21 h，通过多次实验优化，证实当

电泳参数为2—9 s 8 h、7～12 s 11 h时，经限制性内

切酶A抛工消化的猪链球菌的染色体片段分布较为

均匀，便于带型分析(图4)。

(3)S跏I：通过多种条件比较，证实当电泳参
数为4—60 s 4 h、3 s 14 h时，经限制性内切酶

经过优化，最终确定了适用于三种内切酶的最

佳参数条件，总结见表1。

表1 三种内切酶的电泳参数比较

4．三种限制性内切酶对猪链球菌株的对比分

析：使用S啪工、S优n工、A加工三种限制性内切酶
对实验选取的不同来源及血清型的100株菌分别进

行酶切后电泳分析，同时进行带型和聚类分析。结

果发现，100株猪链球菌用S伽工分成了59种带
型，用ls优盘工分成了53种带型，用A加I酶切，其中

有96株菌被分成了43种带型，有4株菌使用和其

他两种内切酶相同的胶块，未能得到理想的条带。

这三种内切酶对34个血清型的猪链球菌都能够很

好的区分(表2)。
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表2 三种内切酶对部分猪链球菌的分型结果比较

注：??表不用A加I酶切未能获得理想条带

分型结果比较显示，被A抛工分在同一个型别

(A抛1 01)的12株猪链球菌，用Sm口I可分为8

种不同的型别，用S叫口工可分为12种不同型别。9

株猪链球菌能被Sm口1分为3种型别(Sm口1 01，

s优口工02，Sm口1 04)，而用S叫盘工却能将其区分

为9种不同的型别(表2)。可以看出，这三种限制

性内切酶虽然都可以用于猪链球菌的PFGE，但三

种酶的分辨率明显有所不同。Smn工可将A加工区

别不开的PFGE型别加以辨别，而S批I则又能将

Sm口工难以区分的菌株加以分开，因而就猪链球菌

来说，S叫口I的区分能力明显高于S优口工和A加工。

通常使用Simpson指数来计算和比较分型方法

的分辨能力∽J¨。D=∑(巧h)2，式中勿为属于j

带型的菌株数，住为所研究的菌株总数。基因组的

多样性用入表示，入=1一D，说明随机选人的两个样

本被分为不同性别的可能性。入越大，说明这种分

型方法的分辨率越高。由于Simpson指数适用原则

之一为常见菌株在试验用菌株总数的比例应<5％，

我们的实验分析结果显示，2005年四川省疫情分离

的猪链球菌带型完全一致，所以我们选用81株猪链

球菌菌株的PFGE结果进行统计学分析。从计算得

出的三种内切酶的分辨率比较结果可以看出，

S伽I的分辨率高于Sma工，Sm口I高于A幻工
(表3)。

讨 论

Vela等哺1于2003年和F10rence等n21于2002

年分别报道了使用PFGE方法分析猪链球菌，从而

研究该菌的遗传多样性。VeIa等对10个血清型的

302株菌进行分析，发现使用A抛工酶切，可分成39

种带型；使用Sm口工酶切，可以分成36种带型。

Florence等使用Sm口I对5个血清型的123株菌进

行酶切，得到74种带型。我们使用Vela等描述的方

法，对2005年四川省人感染猪链球菌疫情分离菌株

和其他地区的分离菌株进行分析时发现，在1—30 s

18 h电泳条件下，有小部分菌株在1兆左右的位置的

大片段，可能是2个分子质量较接近片段。考虑改变

电泳参数，这2个片段能够区分开。鉴于传染病预防

控制的需要，发展适用性强的猪链球菌PF(诳分析方

法很有必要。为此，我们从胶块的制备、内切酶的选

择、电泳条件的改变以及几种内切酶的综合比较分析

等方面摸索了猪链球菌PFGE的最佳方案。

实验首先使用DNAStar的Mapdraw软件对猪

链球菌已经公布的基因组序列进行分析，通过对
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242种内切酶的分析，发现能够适用于猪链球菌的

内切酶有25种，其中以S优口I和S硼口I为佳。

S跏I可产生36个分子质量为414 bp至362．9 kb

之间的片段，比较适宜使用PFGE分析。我们推荐

使用S叫口I作为实验用限制性内切酶进行猪链球菌

PFGE，这是因为在多种常用稀有位点的限制性内

切酶中，S训盘工酶切电泳后可以分析的片段数目为

15条左右，片段大小适中，分布较为均匀，对于分析

比较有利，即产生片段的分子质量梯度和数目优于

S优口工；而且价格较适合，可大范围推广。

我们对100株菌进行PFGE分型。使用

S伽I、Sm口I、A抛I酶切电泳后，把得到的不同
菌株的PFGE图像用BioNumerics(Version 4．0)数

据库软件处理，读取数据后应用统一的Marker(国

际参考菌株H9812)校准，再选用UPGMA方法进

行聚类分析。结果发现，使用S伽I将100株实验
菌株分成59种带型，使用Smn工可分成53种带型，

使用A抛I酶切可分成43种带型，有4株分别为血

清型9、12、16和33的菌株使用和其他两种内切酶

相同的胶块，电泳后只能得到一个大片段，即使使用

抑制DNA降解的化学物质也不能得到理想的条

带。这说明A抛I对于这四种血清型菌株的消化分

辨能力较差。根据分辨率的概念，分析结果证实，对

于猪链球菌菌株的PFGE分析，三种内切酶中

S伽工的分辨率最好，其次是S优口工，A抛工的分辨
率最差。

通常情况下，对病原菌株分析可以区分由单一

菌株引起的疫情暴发，还是由菌株互不关联的散发

感染。本研究结果也证实，三种内切酶都可以将四

川省疫情分离的菌株聚为一类，证明PFGE强大的

分辨能力。但对于同期的散发病例，三者的分辨率

不同，三种酶切带型的比较可以明显地看出，使用

S叫口I能够将广西等地区分离的菌株与四川省疫情

分离的菌株相区别，而S仇口I和A抛工则将其中某

些菌株分为同一个带型，不能准确的区分病原菌株。

Simpson指数分析证实，S伽工的分辨率高于
Sm口I，S优口I高于A抛I。同时，由于猪链球菌被

S优口I酶切电泳后，条带数目过少，分辨率较差，不

能区分不相关的菌株；猪链球菌被A抛I酶切电泳

后，条带数目过多，条带分布不均匀，分辨率差，不容

易分析；而猪链球菌被S硼口I酶切电泳后，条带数目

适中，经调整脉冲参数后条带分布较均匀，分辨率较

好，便于软件分析。由此证实S训口I可以作为猪链

球菌PFGE的首选限制性内切酶。

我们同时观察到，相同血清型猪链球菌的

PFGE带型存在差异，说明相同血清型猪链球菌的

遗传性已存在很大异质性，单独使用血清分型则不

能鉴别这些菌株，而PFGE却能区分同属于一个血

清型，但基因组存在差异的菌株。

通过对实验条件和技术参数进行优化，我们发

现，在溶菌酶和蛋白酶K分别为15 min和1 h的时间

组合效果最佳。使用S训口I酶切在脉冲参数为4—

60 s 4 h，继而3 s 14 h时可产生比较好的分离效果。

与以往的研究方法相比，本研究建立的方法省时省

力，能够在24—30 h得到PFGE分型结果；使用的试

剂价格低，便于推广；使用所选的S叫口I内切酶消化

的猪链球菌染色体DNA的条带数目适中，分布均

匀，反映的信息较多。

总之，我们发展了一种以S叫口工作为内切酶的

猪链球菌的PFGE分析方法，并构建了猪链球菌的

PFGE带型基础数据库。当疫情发生时，通过分离

菌株PFGE带型与数据库数据的比对，可以快速有

效地了解菌株的PFGE型别，有利于追踪传染源，可

用于全国范围内猪链球菌监测。
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