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摘  要: 为了解中国大陆地区新生隐球菌临床株基因型分布情况, 我们对来自我国中东部地区的

18 个省、直辖市的 120 株血清 A 型和 9 株血清 B 型新生隐球菌临床株采用 PCR 指纹分析、IGS

序列测定和 MLST(Multilocus sequencing test)方法进行分析。结果显示血清 A 型菌株的 M13 指纹

图谱中主要条带与 VNI 型标准株相同, 但次要条带与 VNI 现有各亚型均不相符, 我们将这种新

VNI 亚型命名为 VNIc 型, 但 VNIc 型并不只分布在中国大陆, MLST 分析显示中国大陆地区的

VNIc 型菌株同来自美国、日本、马拉维和巴西的 7 株菌株亲缘关系高达 75, 提示 VNIc 型可能是

一种世界范围内分布的基因型; 对血清 A 型菌株采用(GACA)4 和 URA-5 RFLP 指纹分析则呈现与

VNI 标准株完全一致的主次条带; 9 株血清 B 型菌株基因型为 VGI 型。本研究初步揭示了我国大

陆地区新生隐球菌临床株的基因型分布。 
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Abstract: We analyzed the genotype of 120 Cryptococcus neoformans and 9 Cryptococcus gattii strains 
isolated from cryptococcosis patients residing in 16 provinces of mainland China, using methods of DNA 
fingerprint, IGS sequence, MLST and construction of dendrogram based on M13 fingerprint. 120 serotype A 
strains exhibited an identical M13-based VNI subtype, which was distinguishable from the reference VNI 
molecular type, MLST also showed the same result, for convenience we named this unique genotype VNIc. 
(GACA)4 and URA-RFLP could not separate VNIc from other subtype of VNI. The 9 serotype B strains of C. 
gattii portrayed a typical VGI molecular type. This research showed that VNIc is responsible for the majority 
of clinical cryptococcosis in China. 
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新生隐球菌的基因型包括 VNI、VNII、VNIII、
VNIV 和 VGI、VGII、VGIII、VGIV[1], 目前世界各
地大部份国家和地区的新生隐球菌的基因型分布都

已明确, 但是国内尚未开展这方面的工作。分型的
方法有很多种, 但以 M13-PCR、(GACA)4重复序列

引物和 URA-5 RFLP 得到广泛认可[2,3], 近来应用
MLST方法在非洲博茨瓦纳又成功发现了新的VNIb
亚型(SerotypeA, Bt 63, Botswana), 表明它具有更高
的分辨率[4]。因此我们采用上述手段对我国 129 株
新生隐球菌临床分离株进行基因型测定, 以了解我
国新生隐球菌的基因型分布情况。 

1  材料 

菌株: 129 株新生隐球菌临床株从不同的感染

患者中分离获得, 他们来自于我国中东部地区的 18

个省、直辖市, 覆盖了 80%以上的人口, 这些菌株均

保存于上海长征医院皮肤科新生隐球菌专业实验

室。其中 120株为血清 A型, 9株为血清 B型。标准

株 WM148 (VNI血清型 A)、Bt63 (VNB 血清型 A)、

WM626 (VNII 血清型 A)、WM628 (VNIII 血清型 

D)、WM629 (VNIV 血清型 AD)和 WM179 (VGI血

清型 B)、WM178 (VGII血清型 B)、WM161 (VGIII 

血清型 B) 、WM779 (VGIV血清型 C)和 H99 (血清

型 A) 则由美国国立卫生研究院(NIH)Kwon-Chung

教授提供。在研究过程中, 所有菌株均 25°C 保存  

在YEPD培养基中(1%酵母抽提物, 2%蛋白胨, 2%葡

萄糖)。 

2  实验方法  

2.1  DNA 提取 
按照 Wang 等的氯化苄法操作 [5], 抽提出的

DNA在 4°C保存备用。 

2.2  基因分型 
基因分型包括 PCR指纹分析和 DNA序列测定, 

PCR指纹分析包括M13微卫星 DNA引物、(GACA)4

重复序列引物和 URA-5 RFLP, 序列测定涵盖了
rDNA 的部份 IGSI-5.8S-IGSII 区域, MLST 涉及位
于新生隐球菌 7 个不同染色体上的 8 个不同基因, 
它们分别是 CAP10、GPD、IGS1、LAC1、PLB1、
SOD1、TEF1和 URE1。 

M13的引物序列为: 5′-GAGGGTGGCGGTTCT- 

3′, 它和(GACA)4 重复序列 PCR的操作方法参考相
关文献[6,7], URA5-RFLP则是通过 PCR扩增 URA5的
基因序列, 并用 Sau961 和 Hha I[8]降解扩增产物, 
URA-5 RFLP引物 URA5 (5′-ATGTCCTCCCAAGCC 
CTCGACTCCG-3′)和 SJ01(5′-TTAAGACCTCTGAA 
CACCGTACTC-3′)。 

IGSI 序列分析 LrDNA基因扩增产物(≈1.7 kb), 
PCR 的引物序列包括 LR11 (5′-TTACCACAGGGA 
TAACTGGC-3′)和 5SR (5′-GGATCGGACGGGGCA 
GGGTGC-3′)[9]。 

PCR 反应体系: 反应总体积 50 μL, 模板 DNA 
50 ng~100 ng, 上游下游引物各 0.5 mmol/L, 1.0 U 
D yN A z y me  I I  聚合酶 ,  1 . 5  mmo l / L 氯化镁 ,  
200 mmol/L dNTP; 反应条件: 94°C变性 1 min; 95°C 
2 min, 57°C 1 min, 72°C 3 min, 40个循环; 72°C 
7 min。纯化采用 QIAquick PCR Purification Kit 
(Qiagen, Valencia, CA, USA), 扩增产物采用纯化试
剂盒 QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Valencia, 
CA, USA)。 

测序反应体系采用正向序列引物 IGS1F(5′-CA 
GACGACTTGAATGGGAACG-3′), 它位于 LrRNA
的 36133633 区域, 反向序列引物为 IG2R (5′-ATG 
CATAGAAAGCTGTTGG-3′), 位于 IGS1 的 791 区域, 
DNA 测序采用 ABI 3730 capillary 测序仪(Applied 
Biosystems, Foster City, CA, USA), 操作参考 Diaz 
等使用的方法[9]。IGS 区域的测序连接和校正采用
Megalign (DNAStar, Inc., Madison, WI, USA)。使用
Paup 4.0 绘制系统树。 

2.3  以 M13 指纹分析结果为基础绘制系统树 
选择 12 株来自我国大陆不同省份的血清 A 型

菌株, 同 6 株标准株一起进行 M13 扩增, 再进行琼
脂糖凝胶电泳 ,  共形成 15 个主条带 ,  长度范围 
506 bp~3054 bp。在统计分析过程中, 若一条带出现
则计为 1, 无则计为 0, 所有肉眼可见条带均计入统
计, 这样就转化为只含 1和 0的两值变量, 数据被制
成 Nexus格式并导入 Paup软件, 采用启发式搜索算
法生成最大简约系统进化树, 并用 Bootstraping 法
重复 500 次进行检验。 

2.4  MLST 分析 
随机选择 6株来自不同省份的中国新生隐球菌, 

对待测基因片段(CAP10、GPD、IGS1、LAC1、PLB1、
SOD1、TEF1和 URE1)进行 PCR扩增, 双脱氧法测
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序并与公开发表的标准血清 A 型菌株的 DNA 序列
对照, 为进一步了解不同 MLST基因型之间的联系, 
对获得的序列数据用 Sequencher4.1 对齐后输入
MacClade4.05 并人工编辑, 同文献[4]中涉及的 88
株来自我国以外的菌株一起采用 Neighbour-joining 
method 分析 , 结果采用 Bootstraping 法重复验证
1000次。 

3  实验结果 

1) 120株血清 A型临床株具有一致的M13指纹
图谱, 其主要条带同 VNI 型标准株相同, 但次要条
带不同于本试验涉及已知 VNI 各亚型, 属于一种新
的亚型, 我们将其命名为 VNIc型, 见图 1A。 

2) 120 株血清 A 型临床株的 URA-5 RFLP、
(GACA)4图谱无论大小条带均与 VNI 型一致, 分别
见图 1B和图 2。 

3) 基于 M13 指纹图谱的系统树分析显示来自
大陆不同省份血清 A 型临床株亲缘关系接近, 高达
68, 见图 3。 

4) 大陆血清A型临床株 IGS分型为 1A, 见图 4。 
5) 在同其他菌株 M13 指纹图谱比对的过程中, 

我们偶然发现来自美国(A5、35-17、c48 和 c8)、日 

 

 
图 1  12 株中国血清 A 型临床株(编号 1-12)同标准株

(13-19)DNA 指纹图谱比较 
Fig. 1  DNA fingerprint patterns of 12 strains from China 
and the molecular type reference strains 
注: A: M13指纹图谱; B: URA-5 RFLP 指纹图谱. 
Note: A: M-13 based PCR pattern; B: URA5 restriction fragment 
length polymorphism. 

 

图 2  12 株来自大陆不同省份的血清 A 型临床株同标准

株(GACA)4 指纹图谱比较 
Fig. 2  (GACA)4 comparison between fingerprint pattern 
of Chinese Cryptococcus neoformans strains and reference 
strains 
注: 编号 1-12为血清 A型大陆临床株; 13-19为标准株. 
Note: 1-12: Serotype A clinical strains from China mainland; 13-19: 
Reference strains. 
 

 

图 3  基于不同省份 12 株血清 A 型隐球菌 M13 指纹图谱

构建的系统树 
Fig. 3  The phylogenetic tree for maximum parsimony 
analysis composed on the basis of the M13-PCR pattern of 
12 Chinese C. neoformans strains 
注: 横线上数字代表亲缘度; 大括号内为大陆血清 A 型临床株; 

彼此间亲缘关系高达 68. 
Note: Numbers above the branches represent bootstrap support 
percentages based on 500 replicates; Strains in the right brace are 
separated from clinical cryptococcosis patients from 12 povinces. 
 

本(jp1086和 jp1088)、巴西 Jt743和马拉维 mal 212
的 7株隐球菌也呈现出VNIc指纹图谱的特点, 见图
5。随后对 6株血清 A型大陆临床株和 88株来自他
国的菌株(包括上述 7 株在 M13 指纹分析中呈现
VNIc 特征的菌株)进行 MLST 分析发现, 中国新生
隐球菌该 7 株菌株构成独特的 M5 组, 明显区别于
VNI标准株 WM148所属的 M1组, 见图 6。 
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图 4  基于 IGS 序列测定构建的系统树 
Fig. 4  Phylogenetic tree constructed on the partial sequence 
of intergenic spacer region 1(IGS)1-5.8S-IGSII region 
注: 横线上数字代表亲缘度; 方框内为大陆血清 A 型临床株; 
IGS分型为 1A. 
Note: Numbers above the branches represent bootstrap values of 
500 replicates; Strains in the box are randomly selected from sero-
type A Chinese clinical strains. 
 

6) 9 株格特隐球菌均来自我国南部 , 它们的
M13、(GACA)4和 URA-5 RFLP 指纹图谱均为典型
的 VGI, IGS分型为 4B, 见图 7。 

4  讨论 

第 7 届世界隐球菌和隐球菌病大会已将新生隐
球菌分为新生隐球菌(C. neoformans)和格特隐球菌
(C. gattii)两个种, 基因型是重要的分类依据, 但国
内尚缺乏隐球菌基因分型的研究。 

我们的研究结果显示, 我国大陆新生隐球菌临
床株血清 A 型的基因型呈现明显的同质化倾向, 这
同亚洲的其他国家, 如印度、日本十分相似[10]; 但
与其它大洲存在明显差异, 如北美的美国、欧洲的
意大利、大洋洲的澳大利亚和南美的巴西等[6,11], 这 

 

图 5  M5 组菌株和 VNI 型标准株 WM148 M13 指纹图谱

比较 
Fig. 5  M13-PCR fingerprint pattern of the M5 cluster and 
WM148 
注: 编号 1为WM148, 编号 2为大陆血清 A型菌株 CHC123; 编
号 3~9为 M5组中来自世界其他地区的 7株菌株. 
Note: 1: WM148; 2: Chinese strain CHC123; 3-9: the 7 strains from 
other part of the world of M5 cluster. 
 
些国家的菌株基因分型存在显著的异质性。我们研

究的 120株血清 A型临床菌株的M13指纹图谱主要
条带同 VNI 标准株相同, 但次要条带同目前已知的
任何亚型都不相符, 所以是一独特的亚型。 

在MLST分析中, 6株随机选择的大陆血清A型
临床株与来自美国、日本、马拉维和巴西的 7 株菌
一同分在M5组, 亲缘关系高达 75, 说明 VNIc型可
能并非中国大陆所特有, 这一点与博茨瓦纳VNB型
的情况不同 , VNB 型只存在博茨瓦纳地区 , 因此
VNIc型究竟起源于何处, 通过何种方式散布于世界
各地有待进一步研究。 

同 M13 指纹图谱比较, 采用(GACA)4重复引物

和URA-5 RFLP 对 120株血清A型大陆临床株分析, 
生成的指纹图谱主次条带均一致, 不能区分 VNI 和
VNIc 型, 说明采用 M13 指纹图谱分析和 MLST 分
型有更高的分辨率。 

9株血清 B型中国临床株表现为典型的 VGI型, 
其分布同其他地区报告一致[12], 主要来自热带和亚
热带地区。 

综上所述, 我们尚不能肯定 VNIc 型是我国最
常见的基因型 , 因为本研究纳入菌株的数量有限 , 
且仅限于临床株, 因此我们不但需要研究更多临床 
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图 6  6 株来自大陆血清 A 型临床株和文献[4]中 88 株世界其他地区菌株构成的 MLST 分析结果 
Fig. 6  Genetic relationship of multilocus sequence typing (MLST) genotypes among 94 isolates of Cryptococcus neoformans 

serotype A (88 strains from reference [4]) and 6 representative Chinese strains) visualized by the neighbor-joining dendrogram 
注: 横线上数字代表亲缘度; 竖线代表属同一基因型菌株; 左向箭头所指为中国大陆临床株; 6株大陆菌株和 7株来自美国, 日本, 马
拉维和巴西的菌株同分为 M5组, 亲缘关系高达 75. 
Note: Numbers on each branch indicate the bootstrap values >50%, based on 500 replicates; Vertical lines represent strains with identical 
genotypes; MLST results for Chinese strains are indicated by arrows; The Chinese strains of C. neoformans formed a cluster with 7 strains 
from other part of the world and formed a distinct cluster, M5. 
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图 7  9 株血清 B 型中国大陆临床株指纹图谱比较 
Fig. 7  Comparison of the PCR pattern of 9 Chinese Crypto-
coccus gattii isolates with reference C. gattii strains 
注: 1~9: 血清 B型临床株; 10~13: 为血清 B型标准株; A: M13
指纹图谱; B: URA5限制片段长度多态性分析; C: GACA4指纹分

析. 
Note: 1~9: Serotype B clinical strains from China mainland; 10~13: 
Serotype B reference strains; A: M-13 based PCR pattern; B: URA5 
restriction fragment length polymorphism; C: (GACA)4 based PCR 
pattern. 
 
株, 而且还要了解环境株中的基因型情况, 唯有如
此, 才能更好地理解 VNIc 型在新生隐球菌感染中
的意义。 
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