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摘 要：从中国不同城市收集疑为沙眼衣原体（GH）感染的泌尿生殖道标本 /#/份，巢式 IGJ扩增 GH !"#%基因片段
（包括 !个变异区），测定其中 8"份阳性标本 !"#%基因序列，根据同源性分型并分析其多态位点；根据氨基酸序
列，用 K1L6 /软件构建进化树，分析临床株与相应参考株之间的亲缘关系。从 8"份沙眼衣原体阳性标本中，检出
#’种基因变体，其中 9型最常见；同时发现 GH 9、5型 !"#%基因高度保守，而其它基因型都显示一定的变异性。进
化树分析发现，各临床株与相应参考株之间遗传距离较近。实验结果表明沙眼衣原体 !"#%基因呈现较大的多态
性，可为其疫苗的研制及感染的防治提供重要的实验依据。
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沙眼衣原体（$%&’"()*’ +,’-%!"’+*.，GH），是目前
国内外最常见的性病病原体之一［%］，包括 (、N、N6、
G、O、O6、9、5、P、Q、R、R6、S、S6、.、T%、T#、T#6、T/ 等 %8
种血清型。其中大部分血清型可引起泌尿生殖道感

染［#］，并可引起严重的并发症，如不孕、异位妊娠、宫

颈鳞状细胞癌等。因此，GH的感染与防治在全球范
围内受到广泛关注。

GH主要外膜蛋白（KUKI）占外膜总蛋白的 "$V
左右，由于其含有血清型变体、亚种及种特异性表

位；并在吸附和侵入组织细胞的过程中发挥重要作

用，因此成为流行病学研究的热点及衣原体疫苗的

主要候选者。!"#%基因是 KUKI的编码基因，含 4
个稳定序列区（G<A@+@H1AH @1W=1AC1 *1L+<A，G-）和相间
隔的 !个可变序列区（X6*+6Y,1 @1W=1AC1 *1L+<A，X-）。
在 !个可变序列区，基因序列呈现较大的变异性［/］，
即 !"#%基因的多态性。而细菌基因型的遗传多态
性是其致病性的基础［!］，也是基因分型的依据［4］。

因此研究 GH的 !"#%基因的多态性，对其毒力的鉴
定、疫苗的研制具有重要的意义。

本文拟从我国不同城市性病门诊收集临床标

本，IGJ 扩增 GH !"#% 基因片段，通过序列测定、
NT(-0分析，根据同源性分型并分析其多态位点；再
通过进化树分析，明确临床株与参考株之间的亲缘

关系，从而为 GH疫苗的研制及进一步研究其致病机

制提供实验依据。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 标本来源：#$$/ 年 %% 月 & #$$! 年 4 月在上
海、广州、衡阳、江门等地区的性病门诊收集拟诊为

非淋球菌性尿道炎、慢性前列腺炎、附睾炎、宫颈炎

和输卵管炎等患者的泌尿生殖道标本 /#/份。
!"!"# 标本采集：男性用尿道拭子于尿道内 # &
/C:处取材；女性于宫颈管内 % & #C:处取材，溃疡
部位或腹股沟横痃取渗出液。标本置于运输培养基

中，!Z保存。
!"!"$ 主要试剂：引物由上海生工生物工程技术服
务有限公司合成；#/0 O[( 聚合酶购自 06.6J6 公
司；\[0I@、#$$Y) O[( :6*]1*购自 I*<:1L6公司。
!"# %&’模板制备
所有尿道或宫颈拭子标本经 %!$$$*^:+A 离心

%4:+A，再于沉淀中加入 4$!T 裂解液（含 $F4:<,^T
0*+@29O0(，%V -O-，$F%:L^:T 蛋白酶 .），混匀，
%$$Z煮沸 %$:+A；%!$$$*^:+A 离心 %$:+A，取上清液
作 IGJ模板。
!"$ () (./!基因扩增和序列测定
参照 5*<@H 等设计［"］合成两对引物，扩增 GH 主

要外膜蛋白基因（!"#%）片段，外引物序列为：I%：4_2



!"#!!!!!!$"$""#!!!"$##%&’，()：*’%"""$"!#!
（"+$）""$!"（"+$）""#""%&’；内引物序列为：(&：*’%
###!!"$$"#$"#!!$$!!#%&’， (,： *’%!!""#$!!
（#+$）#!（!+#）!$#!"""#%&’。上述标本进行 !"#-
基因扩增，反应总体积为 *.!/：含 -. 0 ($1 234456
（含 78$9)）*!/，:;"(<各 )..!=>9+/，引物 (-、() 各

.?)!=>9+/，模板 *!/，#$% @;!聚合酶 -?*A，同时用
双蒸水作阴性对照。反应条件：B,C *=DE；B,C
-=DE，*.C -=DE，F)C &=DE，&G 个循环；F)C -.=DE。
取扩增产物 )!/作模板，用内引物 (&、(,再扩增一
次，扩增体系及条件同上。取 *!/ ($1 产物加入
-!/ H 0 9>I:DE8 J34456，以 *K+L=在 -?)M（N+K）的琼
脂糖凝胶中电泳，溴乙锭显色。取阳性 ($1 产物，
委托上海基康生物技术有限公司双向测序，每一标

本重复测 )次。测序仪型号为 !2O (1OP7 &F..。
!"# $%&’(分析
将所测得的序列进行 2/!P" 分析（QQQR ELJD R

E9=R EDS R 8>T+J9I<U），与 $U 标 准 株 !+P!-+V"
（7*GB&G）、2（7&&H&H）、2I+!WILS5%)（!X.H&-B,）、$+
"N&+V"（7-F&,&）、@+2%-).（YH)B-G）、@+O$%LI9%G
（YH)B).）、Z+2>36（Y*)**F）、X+O$%$I9&（Y*).G.）、#+
AN*F+$[（!X.H&-BB）、\+NI<S（Y-H..F）、O+AN-)+A6
（ !X.H&)..）、OI+OA%,-HG（ !X.H&).-）、]+AN&H+$[
（!X.H&).)）、]I+OA%!FB*（!X.H&).&）、^+AN&-+$[
（!X.H&).,）、/-（7&H*&&）、/)（7-,F&G）、/&（Y**F..）
进行同源性比较，对临床株分型；同时分析该临床株

与所属血清型参考株的 !"#-基因在核苷酸和氨基
酸水平上的差异；将新检出序列通过 2IE_OU程序登
录 #5E2IE_。
!") 进化树分析
根据氨基酸序列，用 $93<UI9 Y（-?G）软件进行

序列比对；利用 758I & 软件构建分子进化树，分析
临床株与相应参考株的亲缘关系。

* 结果

*"! +,-扩增 ,. !"#!基因
&)&份泌尿生殖道标本用特异性引物经巢式

($1扩增，BH 例扩增出目的基因片段，与预期目的
片段 BG.JW大小相符，阴性对照组未出现任何条带，
琼脂糖凝胶电泳图见图 -。
*"* 测序
将 BH份 $U临床株的 !"#- 基因扩增产物送上

海基康公司双向测序，将序列进行 2/!P"（QQQR
ELJD R E9=R EDS R 8>T+J9I<U）分析，根据其与各血清型参

图 ! ,. $"#!基因 +,-扩增产物琼脂糖凝胶电泳图谱
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考株的同源性分型，共检出 -.个基因型，)G个基因
变体，其中 Z型 &&株（&,?,M）、]型 ),株（)*?.M）、
@型 -) 株（-)?*M）、X 型 G 株（G?&M）、# 型 F 株
（F?&M）、\型 &株（&?-M）、2I型 &株（&?-M）、̂ 型 &株
（&?-M）、@I型 )株（)?-M）、O型 -株（-?-M）（表 -）。

表 ! */个基因变体的 !"#!基因多态性
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E2# +%44%10$6 /#+#/#$,# .&/-0$. 1#/# 3.#5 +%/ ,%:(-/0.%$ 10&2 .#U3#$,#.
%>&-0$#5 0$ &20. .&35’：<-7;(-,2#V@，97<V!@A，05#$&0,-4 &% 9!，97DKVK-4L，
05#$&0,-4 &% 9-!，I7<%3/，05#$&0,-4 &% I!，P7DKVK-4J，05#$&0,-4 &% P!，"7
WXGO7KY，05#$&0,-4 &% "!，Q7X-.2（Q7WXM），05#$&0,-4 &% Q!，D7WX!@7W/，
05#$&0,-4 &% D，S7WXJH7KY，05#$&0,-4 &% S!，-$5 T7WXJ!，05#$&0,-4 &% T!Z

!"# ! $ "#$%&’($")* ’(+%基因进化关系分析
根据检出的 @L 个基因突变体和从 "#$<-$= 中

获取的沙眼衣原体 !L个参考株 !"#!基因对应的氨
基酸序列，用 [#6- J软件构建进化树（图 @）。进化
树分析发现，沙眼衣原体主要分为 J群，其中两个基
因差距较小，一个包括 P、"型，另一个包括 ;、D、D-、
S、S-、Q、K、T、RJ 型；第三群包括 <、<-、9、9-、I、R!、

R@ R@-，与前两群显示较大的遗传距离；而且 <-、9-、

S-及 D-亚型与相应原型之间的遗传距离均较大；同
时可见 K&各临床株与参考株 !"#!基因密切相关。

图 ! 沙眼衣原体 !&个基因变体和 %&个参考株的氨基酸
序列进化树

P06* @ E2# 50.&-$,# $#062>%/V\%0$0$6 &/## >-.#5 %$ &2# $ * %&’()!"’%*+
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:-&#/0-4 -$5 !L /#+#/#$,# .#U3#$,#. -?-04->4# +/%: "#$<-$=* E2#

.#U3#$,# +/%: $ * ",&*-’&," 0. 3.#5 -. -$ %3&6/%3( &% /%%& &2# &/##*

# 讨论

K&是严格的活细胞内寄生物，包括 !B 个血清
型，血清型间的差异主要表现在 !"#! 基因核苷酸
的差异，即 !"#!基因的多态性。然而目前对 !"#!
基因的多态特点及 [][8 表位的进化了解不多。
随着基因组学分析技术的建立及用于序列分析的生

物信息学工具的出现，人类病原菌的基因特征及传

染病的流行病学特征均取得了很大的进步，对 K&的
研究也不例外。

本研究从 J@J份临床标本中扩增出 BH份 K&阳
性标本，阳性率为 @BZO^。根据序列同源性，从 BH
份阳性标本中，检出 !A 个基因型，即 I、S、9、P、"、
Q、T、<-、9-、D；@L种基因变体。其中 I型最常见，其
次是 S、9、P型，与全球其它国家报道的 K&血清型分
布基本一致。

H!@ KQI) R0V40 .% ’/ * 70(%’ 1*(&!2*!/!3*(’ 4*5*(’（@AAH）MH（@）



核苷酸序列分析发现，!、"型基因高度保守，测
定的 # 株 " 型序列，均与参考株 "$%&’&()* 序列相
同。而 **个 !型序列中，只发现 *个突变位点，其
中 +株为同义突变，有 ,株在 --.位发生错义突变，
由 /!0（0)(!123），此基因变体曾在瑞士被检出
过［.］。而其它基因型均发现有一个或多个核苷酸突

变，并且有些核苷酸突变导致氨基酸变化，并可能改

变 4546的功能和抗原性。值得注意的是所有 7型
株均有核苷酸突变，其中大部分与 7839:3(;< 等［#］报
道的为同一基因变体，即在 *=-位（&!1）有一无义
突变。

很多学者认为 !"#,基因变体是由于在免疫压
力选择作用下发生的点突变和重组。因为 4546
诱导中和抗体产生的抗原表位主要位于 >?,、>?+
和 >?@［-］，因此一般认为点突变多发生于这些区域；
而且认为 &?9区的氨基酸组成稳定，因为它们参与
跨膜转运作用。实际上，!"#,基因核苷酸序列差异
不仅发生于 >?9，至少在一定水平上也发生于 &?9
区。本研究中，=AB左右的核苷酸突变均见于 >?,、

>?+和 >?@区（表 ,），且几乎 ,AAB核苷酸突变引起
氨基酸变化，而在这些区域中，近 CAB的突变发生
于 >?@区；同时也发现发生于 &?9 的突变，但大部
分为同义突变，这反映了 &?9区在维持 4546蛋白
结构的稳定性方面发挥重要的作用。

基因重组是 &:为逃避机体的免疫监视作用而
呈现基因多态性的另一原因。本研究未检出典型的

重组体，但发现类似重组体的基因变体，即 D(,$.C#+
和 D(+$.=+@，其 &?,区序列与 ?$D’,+A的 &?, 序列
相同，分别在 ,C@位由 0!/（123!0)(）和 ,#@位由

0!/（4E:!>()）。这种发生于 &?,区的重组，也见
于其它报道［.］，并且该报道指出这类重组主要在于

维持蛋白结构稳定，而不是干扰机体的免疫机制。

以前总是以实验室保存菌株或 /E;D(;F公布的
序列推断 &:种群的系统发育关系，来表明 !"#,的
遗传多态性。而 !"#,进化树构建仅适于阐明衣原
体的短期进化，因为曾有报道该基因可发生基因内

或基因间的重组，而基因重组可使进化树的结构发

生变化［,A］。因此，本文收集半年左右的临床标本，

构建进化树推断 &:的短期进化关系。+#个基因变

体和 ,#个参考株的进化树分析发现，&:基因型主要
分为 *群，即 D、&和 "’/群。
总之，!"#, 基因序列测定发现 &: 临床株的

!"#,基因呈现较大的多态性，对进一步探讨 &: 的
致病机制、感染的诊治及疫苗的研制发挥重要的

作用。

致谢 感谢南华大学遗传学教研室郑济芳博士在数

据分析方面提供的帮助。
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本书是第一部将病毒学和人类疾病结合起来进行论述的适合作为入门教材的著作。它也是第一本将基础的病毒学知识

和病理生理学的条件进行整合的入门读物。相比之下，大部分病毒学教材更多地专注于分子生物学而忽略了生理学。

·全面概览动物病毒知识，尤其侧重能引起人类疾病的那些

·整合了分子生物学、流行病学和人类病毒研究历史进行讨论

·提供了目前引起社会关注的重大疾病的病毒的处理知识、基因治疗、疫苗开发等

·文中附有少量生动形象的彩图

·介绍了现有的和新出现的病毒的全球分布
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