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　　致病性自由生活棘阿米巴（Ａｃａｎｔｈａｍｏｅｂａｓｐ．）广泛存在

于土壤、水、空气、腐败物等自然环境中，某些虫种可引起人

体棘阿米巴性角膜炎（ａｃａｎｔｈａｍｏｅｂａｋｅｒａｔｉｔｉｓ，ＡＫ）和肉芽肿

性 阿 米 巴 性 脑 炎 （ｇｒａｎｕｌｏｍａｔｏｕｓａｍｏｅｂｉｃｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ，

ＧＡＥ）［１２］。棘阿米巴不仅可直接对人体致病，还可作为部分

致病性细菌的宿主，如军团菌（Ｌｅｇｉｏｎｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｐｈｉｌａ）、肺

炎衣原体（Ｃｈｌａｍｙｄｉａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ

ｃｏｌｉＯ１５７）、分枝杆菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｍａｒｉｎｕｍ）等［３５］。

　　棘阿米巴根据其滋养体和包囊的特殊形态特征，在属的

水平上的鉴定是不难的。Ｐｕｓｓａｒｄ和Ｐｏｎｓ［６］根据包囊的大小

和形态特征将棘阿米巴分为３类。但由于不同虫种的棘阿

米巴间形态差异甚微，或受实验室培养条件的影响，单靠形

态很难在种的水平上鉴别。目前，１８ＳｒＤＮＡ基因分型被作

为最确切的棘阿米巴的分型方法［５］。本研究对延吉市土壤

中分离的棘阿米巴ＣＪＹ／Ｓ３株进行１８ＳｒＤＮＡ基因型的鉴

定，探讨棘阿米巴ＣＪＹ／Ｓ３株的分子生物学特性。

１　材料和方法

１．１　棘阿米巴ＣＪＹ／Ｓ３的分离及培养　按文献［７］从延吉市土

壤中分离并实验室培养、纯化棘阿米巴ＣＪＹ／Ｓ３。将纯化的棘阿

米巴虫种置于ＰＹＧ培养液培养，当多数棘阿米巴处于滋养体阶

段时取棘阿米巴培养液５０ｍｌ，用常规酚／氯仿法提取基因组

ＤＮＡ。ＰＣＲ扩增引物为：５′ＣＣＧＡＡＴ ＴＣＧＴＣＧＡＣＡＡＣＣ

ＴＧＧＴＴＧＡＴＣ ＣＴＧＣＣＡＧＴ３′和５′ＧＧＡＴＣＣＡＡＧＣＴＴ

ＧＡＴＣＣＴＴＣＴＧＣＡＧＧＴＴＣＡＣＣＴＡＣ３′。反应条件：９４℃３

ｍｉｎ；９４℃１ｍｉｎ、６０℃１ｍｉｎ、７２℃２．５ｍｉｎ，共３０个循环；７２℃

１０ｍｉｎ。将ＰＣＲ扩增产物用琼脂糖凝胶电泳分离，ｐＧＥＭＴ

ｅａｓｙＳｙｓｔｅｍ连接到载体，转入到Ｅ．ｃｏｌｉ培养。选出阳性克隆，用

ＷｉｚａｒｄＲ○ｐｌｕｓＭｉｎｉｐｒｅｐｓ试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ，ＵＳＡ）提取质粒ＤＮＡ，

ＥｃｏＲⅠ酶切，电泳确认目的基因并送Ｍａｃｒｏｇｅｎ公司测序。

１．２　１８ＳｒＤＮＡ基因型分析　将ＣＪＹ／Ｓ３和广东土壤分离株

ＣＧ／Ｓ１株的基因序列［８］与 ＧｅｎＢａｎｋ中已知的基因序列作

ＢＬＡＳＴ比较分析，并采用ＣｌｕｓｔａｌＸ软件进行序列匹配排列

分析以建立进化树。

２　结　果

２．１　ＰＣＲ结果　应用棘阿米巴属１８ＳｒＤＮＡ特异性引物，

ＰＣＲ扩增的产物用琼脂糖凝胶电泳分离出大小约２３００ｂｐ
的条带。

图１　ＣＪＹ／Ｓ３１８ＳｒＤＮＡＰＣＲ产物
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２．２　１８ＳｒＤＮＡ基因测序结果　延吉市土壤分离株ＣＪＹ／Ｓ３
的１８ＳｒＤＮＡ基因长度为２２９２ｂｐ。ＢＬＡＳＴ比较分析显示，

ＣＪＹ／Ｓ３株基因序列最接近于琳氏棘阿米巴（Ａ．ｌｅｎｔｉｃｕｌａｔａ）

６８２株（Ｔ５），与其有９９％相同基因序列。ＣｌｕｓｔａｌＸ软件进行

序列匹配排列分析表明，ＣＪＹ／Ｓ３与琳氏棘阿米巴６８２和广

东土壤分离株ＣＧ／Ｓ１的序列差异率分别为０．２６％和０．５２％。

２．３　建立进化树状图　根据序列比较分析，利用ＣｌｕｓｔａｌＸ
软件的ＴｒｅｅＶｉｅｗ对ＣＪＹ／Ｓ３株与Ｔ１～Ｔ１２型和ＣＧ／Ｓ１株

棘阿米巴构建进化树状图（图２）。

图２　ＣＪＹ／Ｓ３与Ｔ１～Ｔ１２型和ＣＧ／Ｓ１株棘阿米巴的树状图

３　讨　论

　　自由生活的阿米巴种类繁多，广泛分布于水及土壤等环

境中。部分致病性阿米巴如耐格里属阿米巴、棘阿米巴、狒

狒巴拉姆希阿米巴等可引起免疫功能低下人群中枢神经系

统感染。

　　本研究采用１８ＳｒＤＮＡ基因序列测序方法对棘阿米巴延

吉土壤分离株ＣＪＹ／Ｓ３进行其虫种的鉴定，结果显示，棘阿米

巴ＣＪＹ／Ｓ３株的１８ＳｒＤＮＡ全基因长度为２２９２ｂｐ，与琳氏棘

阿米巴６８２株有９９％相同基因序列。利用ＣｌｕｓｔａｌＸ软件进

行序列匹配排列分析和进化树状图分析，结果表明：ＣＪＹ／Ｓ３
株的基因型为Ｔ５，与基因库中琳氏棘阿米巴６８２株的亲缘

关系最近，棘阿米巴ＣＪＹ／Ｓ３株与琳氏棘阿米巴６８２的序列

差异率为０．２６％，虫种鉴定为琳氏棘阿米巴。

　　棘阿米巴是ＡＫ和ＧＡＥ的病原体，Ｂｙｅｒｓ研究小组根据

１８ＳｒＤＮＡ基因分型方法将棘阿米巴分为 Ｔ１～Ｔ１２型［７９］，

近年来陆续有关于其新型的报道［１０］。致病性的棘阿米巴的

基因型多属于Ｔ４型，其次为Ｔ３型，少数为Ｔ２、Ｔ５、Ｔ６、Ｔ１１
型［１１１５］。Ｚｈａｎｇ等［１１］对２６例 ＡＫ患者的角膜分离中的１８
种棘阿米巴进行１８ＳｒＤＮＡ基因型分析，１７例为Ｔ４型，１例

为Ｔ３型。Ｍａｇｈｓｏｏｄ等［１２］报道从英国和伊朗的２４例ＡＫ患

者中分离的棘阿米巴中１７例（７０．８％）为Ｔ４型、３例（１２．５％）

为Ｔ２型、３例（１２．５％）为Ｔ３型、１例（４．２％）为Ｔ１１型；与此

相反，从伊朗环境中分离的１２种棘阿米巴中，７种（５８．３％）为

Ｔ２型，４种（３３．３％）为Ｔ４型（有１种未分离）。Ｓｐａｎａｋｏｓ等［１３］

报道，５例希腊ＡＫ患者中的４例为Ｔ４型棘阿米巴，１例为Ｔ５
型琳氏棘阿米巴。本研究小组从延吉市土壤中分离并培养的

ＣＪＹ／Ｓ３株棘阿米巴为Ｔ５型，其是否具有病原性，还有待于进

一步的研究。
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