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潜水人群铜绿假单胞菌基因多位点序列遗传分型

陈双红，陈锐勇，陈海庭，徐雄利，李　慈
海军医学研究所舰艇卫生研究室，高气压与潜水生理学全军重点实验室，上海２００４３３

　　［摘要］　目的　研究海军潜水人群铜绿假单胞菌分离株的遗传基因型，明确海军潜水人群铜绿假单胞菌携带株的流行
特征。方法　用多位点序列分型（ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｉｎｇ，ＭＬＳＴ）技术、以铜绿假单胞菌７个管家基因ａｃｓＡ、ａｒｏＥ、ｇｕａＡ、
ｍｕｔＬ、ｎｕｏＤ、ｐｐｓＡ和ｔｒｐＥ 内部特定核酸片段作检测靶，对随机抽样海军潜水员携带的６４株铜绿假单胞菌进行目的基因扩增

和测序，应用Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ＭＬＳＴ数据库对测序结果进行分析，以获得检测靶基因的多位点序列信息；应用

Ｂｉｏｎｕｍｅｒｉｃｓ４．０的ＬＩＡＮ，ＳｐｌｉｔｓＴｒｅｅ和ｅＢＵＲＳＴ分析程序对获得的 ＭＬＳＴ进行进一步的生物信息学分析，以获得流行株的遗

传特征。结果　６４株铜绿假单胞菌中５３株可分为１９个ＳＴ型，１１株未能分型；其中ＳＴ２７４和ＳＴ２６０是优势克隆株，分别占

１８．７５％（１２／６４）、１５．６２％（１０／６４）。结论　海军潜水人群携带的铜绿假单胞菌具有遗传多样性和优势基因型，ＭＬＳＴ分型对
于研究海军潜水人群携带的铜绿假单胞菌遗传差异与流行特征具有重要意义。

　　［关键词］　铜绿假单胞菌；多位点序列分型；基因型；潜水
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　　铜绿假单胞菌感染常见于肺囊性纤维化、烧伤
和免疫缺陷等患者，健康人群感染极少见［１］。然而
调查研究［２４］表明：高气压潜水作业环境下铜绿假单
胞菌致病率极高，资料显示潜水员外耳道炎、皮肤粘
膜感染几乎都为铜绿假单胞菌，极少伴有其他致病
菌的合并感染。本课题组对我国主要潜水基地北部
海域潜水员和相关装备进行微生物谱抽样调查，结

果显示我海军潜水环境和人员铜绿假单胞菌检出率

较高，潜水员相关疾病嗜患率高，分离菌株耐药性出
现频繁［５８］。因此，高气压潜水环境中铜绿假单胞菌
的高感染、难治疗和难消除已经严重影响潜水职业
人员的身体健康。

　　环境胁迫是细菌进化的重要诱因，而细菌进化的
实质是遗传物质发生变化的结果［９］。分子分型技术
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从基因差异上区分菌株从而能更准确判断其遗传进

化规律，是细菌遗传流行病学研究的重要手段。而其
中多 位 点 序 列 分 型 （ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｉｎｇ，

ＭＬＳＴ）技术是高通量测序技术与成熟的群体遗传学
技术相结合的产物，是细菌感染的流行病学调查和感
染人群结构调查的非常有价值的工具，能为进一步判
断感染细菌发病趋势和从分子水平研究其致病性机

理提供依据。２００４年Ｂａｒｒｙ等［１０］成功将该技术用于

铜绿假单胞菌遗传分型，结果表明 ＭＬＳＴ遗传溯源
技术的应用使得对临床环境铜绿假单胞菌感染株来

源、流行趋势及毒力进化变异特点的分析更为准确，
能为防治技术的研究提供更合理的基础理论。

　　然而，尽管铜绿假单胞菌在潜水人群职业性感
染高发，但至今未有对其流行特点的系统研究。故，
本研究采用 ＭＬＳＴ技术对随机分离自海军潜水人
群的６４株铜绿假单胞菌进行遗传学分型，以明确海
军潜水人群携带铜绿假单胞菌的主要基因型和优势

克隆群，为进一步研究感染高发机制和控制技术提
供基础信息。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　 菌株 　 铜绿假单胞菌标准菌株 ＰＡＯ１
（ＡＴＣＣ１５６９２），购自美国组标准生物品收藏中心。铜

绿假单胞菌分离菌６４株，主要来自中国潜水作业频
繁的北部海域潜水员外耳及呼吸道采样分离样本。

１．１．２　主要试剂　细菌基因组抽提试剂盒、ＰＣＲ试
剂、各种分子生物学操作酶类均购自ＴａＫａＲａ公司；

ＬＢ培养基、铜绿假单胞菌分离用乙酰胺培养基和绿
脓菌素测定用培养基均购自上海科玛嘉公司，其他
生化试剂均购自国药集团上海分公司及上海生工生

物工程技术服务有限公司。

１．２　铜绿假单胞菌的分离鉴定　参照文献［１１］绿脓
杆菌的鉴定方法，６４株细菌由本实验室鉴定完成［１２］。

１．３　铜绿假单胞菌ＳＴ等位基因选择、靶基因序列扩
增及序列信息处理　按参考文献［１０］选择铜绿假单胞

菌的７个保守基因ａｃｓＡ、ａｒｏＥ、ｇｕａＡ、ｍｕｔＬ、ｎｕｏＤ、ｐｐ
ｓＡ和ｔｒｐＥ作为本研究的目的基因。铜绿假单胞菌基
因组ＤＮＡ抽提参照试剂盒的标准操作进行。目标片
段ＤＮＡ序列扩增和测序引物设计参考Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ａｅｒｕｇｉｎｏｓａＭＬＳＴ网站信息，引物合成委托上海生工
生物工程技术服务有限公司完成。ＰＣＲ扩增采用５０

μｌ反应体系，反应条件为：９５℃５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，

５６℃３０ｓ，７２℃９０ｓ，３５个循环；６８℃１０ｍｉｎ。扩增产
物经ＤＮＡ凝胶电泳鉴定后送上海生工生物工程技术
服务有限公司测序，测序结果经ＤＮＡＭＡＮ软件拼
接，进行ＢＬＡＳＴ比对验证。序列属性正确后的数据
进行ＳＴ数据分析。目标基因选择及引物信息见表１。

表１　ＭＬＳＴ扩增和测序用引物

Ｔａｂ１　ＰｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｆｏｒＭＬＳＴ

Ｌｏｃｕｓａｎｄ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ

Ｐｒｉｍｅｒｓｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

Ｆｏｒｗａｒｄ Ｒｅｖｅｒｓｅ
Ｓｉｚｅ（ｂｐ）

ａｃｓＡ Ａｐｌｉｔｉｃａｔｉｏｎ ＡＣＣＴＧＧＴＧＴＡＣＧＣＣＴＣＧＣＴＧＡＣ ＧＡＣＡＴＡＧＡＴＧＣＣＣＴＧＣＣＣＣＴＴＧＡＴ ８４２
Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ＧＣＣＡＣＡＣＣＴＡＣＡＴＣＧＴＣＴＡＴ ＡＧＧＴＴＧＣＣＧＡＧＧＴＴＧＴＣＣＡＣ ３９０

ａｒｏＥ Ａｐｌｉｔｉｃａｔｉｏｎ ＴＧＧＧＧＣＴＡＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＣＣ ＴＡＡＣＣＣＧＧＴＴＴＴＧＴＧＡＴＴＣＣＴＡＣＡ ８２５
Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ＡＴＧＴＣＡＣＣＧＴＧＣＣＧＴＴＣＡＡＧ ＴＧＡＡＧＧＣＡＧＴＣＧＧＴＴＣＣＴＴＧ ４９８

ｇｕａＡ Ａｐｌｉｔｉｃａｔｉｏｎ ＣＧＧＣＣＴＣＧＡＣＧＴＧＴＧＧＡＴＧＡ ＧＡＡＣＧＣＣＴＧＧＣＴＧＧＴＣＴＴＧＴＧＧＴＡ ９４０
Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ＡＧＧＴＣＧＧＴＴＣＣＴＣＣＡＡＧＧＴＣ ＧＡＣＧＴＴＧＴＧＧＴＧＣＧＡＣＴＴＧＡ ３７３

ｍｕｔＬ Ａｐｌｉｔｉｃａｔｉｏｎ ＣＣＡＧＡＴＣＧＣＣＧＣＣＧＧＴＧＡＧＧＴＧ ＣＡＧＧＧＴＧＣＣＡＴＡＧＡＧＧＡＡＧＴＣ ９４０
Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ＡＧＡＡＧＡＣＣＧＡＧＴＴＣＧＡＣＣＡＴ ＧＧＴＧＣＣＡＴＡＧＡＧＧＡＡＧＴＣＡＴ ４４２

ｎｕｏＤ Ａｐｌｉｔｉｃａｔｉｏｎ ＡＣＣＧＣＣＡＣＣＣＧＴＡＣＴＧ ＴＣＴＣＧＣＣＣＡＴＣＴＴＧＡＣＣＡ １０４２
Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ＡＣＧＧＣＧＡＧＡＡＣＧＡＧＧＡＣＴＡＣ ＴＧＧＣＧＧＴＣＧＧＴＧＡＡＧＧＴＧＡＡ ３６６

ｐｐｓＡ Ａｐｌｉｔｉｃａｔｉｏｎ ＧＧＴＣＧＣＴＣＧＧＴＣＡＡＧＧＴＡＧＴＧＧ ＧＧＧＴＴＣＴＣＴＴＣＴＴＣＣＧＧＣＴＣＧＴＡＧ ９８９
Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ＧＧＴＧＡＣＧＡＣＧＧＣＡＡＧＣＴＧＴＡ ＧＴＡＴＣＧＣＣＴＴＣＧＧＣＡＣＡＧＧＡ ３７０

ｔｒｐＥ Ａｐｌｉｔｉｃａｔｉｏｎ ＧＣＧＧＣＣＣＡＧＧＧＴＣＧＴＧＡＧ ＣＣＣＧＧＣＧＣＴＴＧＴＴＧＡＴＧＧＴＴ ８１１
Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ＴＴＣＡＡＣＴＴＣＧＧＣＧＡＣＴＴＣＣＡ ＧＧＴＧＴＣＣＡＴＧＴＴＧＣＣＧＴＴＣＣ ４４３

１．４　铜绿假单胞菌ＳＴ数据分析　将扩增的６４株铜
绿假 单 胞 菌 ７ 组 ＳＴ 标 签 序 列 信 息 上 传 至

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ＭＬＳＴ Ｄａｔａｂａｓｅ（ｈｔｔｐ：／／

ｐｕｂｍｌｓｔ．ｏｒｇ／ｐａｅｒｕｇｉｎｏｓａ／）进行 ｍｕｌｔｉｐｌｅｌｏｃｕｓｑｕｅｒｙ
分析。然后将获得的ＳＴ分类数据信息上传至Ｐｕｂ

ＭＬＳＴＤａｔａＡｎａｌｙｓｉｓ（ｈｔｔｐ：／／ｐｕｂｍｌｓｔ．ｏｒｇ／ｍｌｓｔａｎａｌ
ｙｓｅ）进行ＬＩＡＮ、ＳｐｌｉｔｓＴｒｅｅ和ｅＢＵＲＳＴ分析。

２　结　果

２．１　目标标签序列扩增及测序验证结果　ＰＣＲ扩
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增结果显示，分离的６４株铜绿假单胞菌均可以扩增
出７组标签序列的特异性产物，产物大小范围为

８１１～１０２４ｂｐ，扩增产物的ＤＮＡ电泳验证结果见
图１Ａ。应用测序引物对ＤＮＡ电泳验证正确的目

标片段进行进一步测序验证，测序结果用 ＤＮＡ
ＭＡＮ拼接后上传至ＰｕｂＭｅｄ进行ＢＬＡＳＴ比对。

ＤＮＡ序列比对结果显示目标片段与标准株ＰＡＯ１
等位基因的符合率达９７．６０％以上。

图１　５３株潜水人群铜绿假单胞菌 ＭＬＳＴ分型数据

Ｆｉｇ１　ＢｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｅｑｅｎｃｅｔｙｐｅｓｏｆＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａｉｓｏｌａｔｅｓｉｎｎａｖａｌｄｉｖｅｒｓ
Ａ：ＤＮＡｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆａｃｓＡ，ａｒｏＥ，ｇｕａＡ，ｍｕｔＬ，ｎｕｏＤ，ｐｐｓＡａｎｄｔｒｐＥＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ；Ｂ：ｅＢＵＲＳＴａｎａｌｙｓｉｓ；Ｃ：ＳｐｌｉｔｓＴｒｅｅａ

ｎａｌｙｓｉｓ．ＴｈｅｎｕｍｂｅｒｓｉｎＣｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｓｔｒａｉｎｓ

２．２　铜绿假单胞菌分离株等位基因信息及ＳＴ分
型结果　６４株铜绿假单胞菌中５３株可分为１９个

ＳＴ型，１１株未能分型。其中ＳＴ２７４型占１８．７５％
（１２／６４），ＳＴ２６０型占１５．６２％（１０／６４）。５３株菌１９
个ＳＴ型的７组等位基因中数量最多的是ｇｕａＡ 基
因，为１１个；其次是ｐｐｓＡ 、ａｃｓＡ、ｍｕｔＬ和ｔｒｐＥ 基
因，分别为９、７、６、６个；较少的是ａｒｏＥ和ｎｕｏＤ 基
因，分别为５、４个。同一扩增体系中等位基因的数
量反映该基因的多样性，该结果显示ａｒｏＥ和ｎｕｏＤ
基因变化最少、相对稳定，结果见表２。

表２　野生型铜绿假单胞菌 ＭＬＳＴ分型结果

Ｔａｂ２　ＭＬＳＴｔｙｐｅｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ

ＳＴ
Ａｌｌｅｌｅ

ａｃｓＡ ａｒｏＥ ｇｕａＡ ｍｕｔＬ ｎｕｏＤ ｐｐｓＡ ｔｒｐＥ
ＳＴ７２９ ５ ５ ５７ １３ ２４ ４ ３
ＳＴ２３４ １ ５ １１ ３ ４ １０ ３
ＳＴ６７１ ５ ５ ５７ １３ １ ７４ ３
ＳＴ９７５ ２３ ５ ５７ １３ ４ ７４ ３
ＳＴ３２４ ４ １１ ３ １３ １ ２ ４
ＳＴ５８ ４ ５ １６ １３ １ ２ ４
ＳＴ６９９ ７ ５ ７ ３ ４ １ ７
ＳＴ５４９ ７ ５ １２ ３ ４ １ ７
ＳＴ２６８ ２３ ５ ７０ ７ １ １２ ７
ＳＴ９３６ ２３ ５ １１ ７ ２０ １２ ７
ＳＴ２６０ １４ ５ １０ ７ ４ １３ ７
ＳＴ２６４ １４ ６３ １０ ７ ４ １３ ７
ＳＴ７９５ ２３ ５ １２ ３０ １ ４ １０
ＳＴ１６４ １ ５ １ １１ ４ １０ １０
ＳＴ５４ ２ ５ １２ １１ ４ ４ １６
ＳＴ８１６ ５ １ ６５ １３ １０ ７ ２３
ＳＴ５０３ １４ ５ １０ ７ ４ １３ ７４
ＳＴ６３ ５ ４ ２１ ５ １ ６ ８０
ＳＴ２７４ ２３ ５ １１ ７ １ １２ ７

２．３　铜绿假单胞菌不同ＳＴｓ相似度、变异性和进
化关系分析　用连锁分析工具ＬＩＡＮ对５３株野生
型铜绿假单胞菌ＳＴｓ型的等位基因型进行连锁不
平衡分析，结果显示：ＶＤ为４．３６，ＶＥ为１．３３，ＳＩＡ为

０．３７；７个位点的平均遗传多态性（ｍｅａｎｇｅｎｅｔｉｃｄｉ
ｖｅｒｓｉｔｙ）Ｈ 值为 ０．６４ ± ０．０８；单个位点ａｃｓＡ、

ａｒｏＥ、ｇｕａＡ、ｍｕｔＬ、ｎｕｏＤ、ｐｐｓＡ 和ｔｒｐＥ 的遗传多
态性分别为０．７８、０．２１、０．８２、０．６３、０．６１、０．８２和

０．５９。因为 Ｈ数值大小与基因变异程度正相关，故

ａｒｏＥ在７组等位基因多态性变异程度最小。

　　用ｅＢＵＲＳＴ聚类分析工具对１９个ＳＴ型进行
分析，聚类的标准为７个ＳＴ标签基因中有４个亚型
相同，则规定为一个复合克隆群。结果表明１９个

ＳＴ型可分为６个复合克隆群和４个独立单态群，并
形成了分别以ＳＴ２６０、ＳＴ２７４为中心优势ＳＴ型的
两个核心复合克隆系，见图１Ｂ。

　　为了更好分析测得的各 ＳＴ 型的特点，用

Ｐｒｉｍ’ｓ算法对１９组ＳＴ型数据进行分裂分解分析
（ｓｐｌｉｔｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ），得到最小生成树
（ｍｉｎｉｍｕｍｓｐａｎｎｉｎｇｔｒｅｅ），用结点之间的边权值来
表示对象之间的相似度（图１Ｃ）。结果与ｅＢＵＲＳＴ
聚类分析结果高度一致。

３　讨　论

　　国外研究资料［２４］表明：职业潜水人员皮肤黏膜
和伤口感染细菌具有明显的专属性，铜绿假单胞菌
是导致皮肤、黏膜感染的唯一细菌种类。Ａｈｌéｎ
等［３］连续１５年跟踪挪威北部海域海水分离样本、潜



·１２４４　 · 第二军医大学学报　２０１２年１１月，第３３卷

水器细菌样本和同期作业人员细菌分离样本，用血
清学分型结合脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）分型技术，证
实人员感染铜绿假单胞菌与当地海域分离样本同

源，认为海水生长的铜绿假单胞菌是人员感染的重
要来源。ＰＦＧＥ分型技术用于细菌溯源分析具有极
高的灵敏度，但铜绿假单胞菌基因组随环境压力变
化表现出极强的变异性，从而可能导致同一来源菌
株由于基因组的高度变异而被区分为不同来源，因
而不适用于潜水环境铜绿假单胞菌全面的感染源调

查和系统进化变异分析。１９９８年 Ｍａｉｄｅｎ等［１３］首次

建立以７～８个细菌高度保守的看家基因作为序列
标签（ＭＬＳＴ）的遗传分子流行病学溯源技术，２００４
年Ｂａｒｒｙ等［１０］成功将该技术用于铜绿假单胞菌遗传

分型。ＭＬＳＴ遗传溯源技术的应用，使得对潜水环
境铜绿假单胞菌感染株来源、流行趋势及毒力进化
变异特点的分析更为准确。

　　我国职业潜水员铜绿假单胞菌携带检出率高，
但至今未有系统的关于其在潜水职业中感染高发的

致病机制和流行病学研究报道。本研究首次对我国
北部海域职业潜水员携带的铜绿假单胞菌分离株进

行 ＭＬＳＴ遗传学分型。分型结果表明潜水作业及
训练频度高的北部海域形成了以ＳＴ２６０和ＳＴ２７４
序列型为中心的两个优势克隆群。本研究小组在另
一个研究过程中发现，由于该地区１名潜水员携带
铜绿假单胞菌，导致在４５０米饱和潜水载人实验共
同作业的２名潜水员交叉感染。经 ＭＬＳＴ遗传分
型显示为同一遗传基因型ＳＴ５０３型（ＳＴ５０３型与

ＳＴ２６０型属同一优势克隆群细菌），并且在同期的饱
和舱空气采样标本中检出大量同一ＳＴ型细菌。该
结果提示，海军潜水人群铜绿假单胞菌的高携带率
和优势感染菌株的出现可能与共同作业环境中人员

的密切接触传播和空气传播途径密切相关［５］。

　　临床细菌感染优势菌株的产生，是长期感染环
境选择性胁迫细菌种群进化的必然结果［９，１４］。随宿
主感染环境变化而进行有利于种群生长需求的表型

适应性调控，是铜绿假单胞菌最显著的特点［１５１６］。
国内、外已有研究结果表明氦氧饱和高气压暴露潜
水作业环境对铜绿假单胞菌生物学行为有明显的诱

导作用［２，６８］。因此，对潜水员携带的铜绿假单胞菌
进行遗传学分型，将对揭示其传播途径、感染流行特
点具有重要意义，也将为潜水职业性感染高发的预
防控制研究提供重要的流行病学依据。
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