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摘要：【目的】建立并评估 1 种适宜的脑膜炎奈瑟菌(Neisseria meningitidis，Nm)基因组分子分型方法。

【方法】本研究以 125 株代表性 Nm 菌株的基因组序列为对象，建立了基于核心基因 SNP 的基因组分

型方法，并与 pubMLST 网站公布的 MLST 和 cgMLST 分型方法进行比较。【结果】基于核心基因 SNP

的基因组分型方法和 cgMLST 方法对 125 株 Nm 菌株的分型结果一致性较高，两种方法均明显优于

MLST 分型方法。基于 SNP 的基因组分型方法在认识 Nm 菌的种群结构、界定克隆群方面具有优势；

cgMLST 分型方法能够对任一菌株进行分型，但不能进行克隆群的界定和归类。【结论】基于核心基因

SNP 的基因组分型方法和 cgMLST 均明显优于 MLST 分型方法，未来仍有待进一步整合和提高。 

关键词：脑膜炎奈瑟菌，核心基因 SNP 分型，cgMLST，MLST 

 

脑膜炎奈瑟菌(Neisseria meningitidis，Nm)是

引起流行性脑脊髓膜炎(简称“流脑”)的病原体，其

感染还可引起严重的脓毒血症[1]。根据荚膜多糖的

抗原结构，Nm 可分为 12 个血清群；95%以上的

侵袭性病例由 A、B、C、Y、W 和 X 等 6 个血清

群感染引起[2–3]。采用多位点序列分型(multi-locus 

sequence typing，MLST)方法，大部分 Nm 菌株被

归入 42 个克隆群(clonal complex，cc)，其中 cc1、

cc5、cc8、cc11、cc32、cc41/44、cc4821、cc269

等属于高致病 cc[4–9]。这些分型方法的应用对我们

认识中国 Nm 菌株的遗传特征和变异规律起到了

至关重要的作用。然而，大量的研究结果显示，

MLST 分型能力有限，无法识别菌株在短时间内

发生的变化[10–11]。另外，在已经定义的 cc 之外，

尚有大量菌株无法进行 cc 归类(UA 菌株)，对这部

分菌株，无法确定其互相之间以及与其他菌株的
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遗传关系(https://pubmlst.org/neisseria/)。 

近年来，随着基因组测序的普及，许多研究

者尝试从基因组水平对菌株进行分型，并且在一

些菌株的分型上取得了良好的结果[12–13]。这些方

法主要基于两种原理——每个核心基因作为一个

变异单元(cgMLST)和核心基因(core gene)的 SNP

作为变异单元。目前，Nm 的 cgMLST 方案已在

pubMLST 网站公布，并被用于重要 cc 的菌株进化

分析[10–11]。本研究基于核心基因 SNP 建立 Nm 的

基因组分型方法，并与 cgMLST 方法进行比较，

分析二者的优缺点，为后期分型方法的选择和分

型结果的解释提供理论依据。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

根据分离年代、分离地点、血清群和基因型，

选择 125 株具有代表性的且背景清楚的 Nm 菌

株，涵盖 A、B、C、X、W、E 和 cnl 等 7 个血

清群/基因群；它们共分为 103 个 ST 型，其中，

60 个 ST 型属于 16 个 cc，其余 43 个 ST 型为 UA

菌株。其中 111 株为本科室测序，14 株来源于公

共数据库。 

1.2  DNA 提取、基因组测序和组装 

复苏实验室保存的 Nm，挑取单菌落，接种于

血琼脂培养基上，置 5% CO2  37 °C 条件下培养

18–20 h。参照试剂盒(Promega，美国)说明书提取

细菌基因组 DNA。采用二代测序技术(Illumina 

Hiseq2000 或 2500 平台)进行基因组测序，这一部

分工作由深圳华大基因科技服务有限公司和北京

诺禾致源生物信息科技有限公司完成。测序下机

的数据先进行过滤，获得 clean data，测序深度大

于 100×。使用 SOAPdenovo 1.04[14–15]短序列组装

软件对 clean data 进行组装。拼接后基因组 contig

少于 100 个。 

1.3  核心基因 SNP 分型方法 

1.3.1  基因预测和核心基因鉴定：采用 Glimmer 3

软件[16]进行基因预测，并通过比对 COG、KEGG、

NT、NR 和 SwissProt 等数据库进行基因的功能注

释。对以上预测的基因，采用 OrthoMCL (http:// 

orthomcl.org/orthomcl/)进行氨基酸水平的聚类分

析，相似度较高(在 50%以上的长度上同源性高于

50%)且存在于所有菌株基因组中的单拷贝基因即

为核心基因。 

1.3.2  单 核 苷 酸 多 态 性 (single nucleotide 

polymorphism，SNP)检测：采用 SOAPsnp[14]和

MUMmer 中 NUCmer[17] 软 件 ， 以 Nm 

8013(GCA_000026965.1)的完整基因组为参比序

列，进行菌株间基因组序列比较，查找核心基因

和核心基因 SNP。位于核心基因中、不在重复区

域且 2 个 SNP 间距≥20bp 的 SNP 被定义为核心

基因 SNP。 

1.3.3  群体结构分析：采用 STRUCTURE 2.2 程

序[18]，对 125 个 Nm 基因组筛查出的核心基因

SNP 开展群体结构分析，使用的迭代次数为 5，

参数为 Burn-in=200000 和 Reps=500000。分别基

于假设有 1 个群(K=1)逐次增加到 30 个群(K=30)，依

次计算，重复 5 次，之后运用 Structure HARVEST[19]

计算不同假设下所获得的 ΔK 值，选择 ΔK 值最

高者为最终的分群方案。利用 CLUMPP[20]软件  

将 STRUCTURE 运行得到的对应 K 值的多次重复

结果进行合并，并据此评估对各株菌进行分组的

情况。 

1.3.4  系统发育分析：采用 MEGA 6 软件中的临
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近法，对核心基因 SNP 构建系统发育树。树的构

建选择的 bootstrap 值为 1000。 

1.4  cgMLST 分型 

向 pubMLST 网站 Nm 基因组数据库提交已组

装的基因组序列。采用网站内 Genome comparator

工具，选择 Scheme 为“N. meningitidis cgMLST 

v1.0”，参数设置为“最小同源性≥70%，最短匹配

长度≥50%”，将基因组序列与核心基因数据库

(1605 个基因)比对，寻找基因组中的核心基因及

其等位基因号，并获得菌株间的差异矩阵。采用

Splits Tree (版本 4.14.8)图像化展示菌株间差异，

即为菌株的系统发育树。 

2  结果和分析 

2.1  核心基因 SNP 分型 

2.1.1  核心基因和核心 SNP：在 125 株 Nm 菌株  

的基因组中，1049 个基因为所有菌株共有，即为

核心基因。在这些基因中共筛选出 4263 个符合

要求的核心 SNP 位点，用于群体结构和系统发育

分析。 

2.1.2  群 体 结 构 ： 采 用 STRUCTURE[18] 和

Structure HARVEST[19] 分析流程，分别将 125 个

Nm 基因组基于分为 1–30 个群的假设分别进行群

体结构计算。结果显示，Nm 分为 20 个群(K=20)

时 ΔK(81.30) 最 高 ， 其 他 分 群 方 案 ΔK 值 为

0.53–74.35，因此，选定 20 个祖先群为最终的分

型方案，并采用该分型方案进行后续群特异性

SNP 和基因的鉴定，此处将每一个群定义为基因

组群(genome typing group，GTG)。基于 Clumpp

软件，计算 20 个 GTG 中的 125 株菌株的最高构

成比(the highest proportion of putative ancestral 

population，HPPAP)，如图 1 所示，该值为 0.2018–1。

按照 HPPAP 大于 0.4 则将该菌划分为该 GTG 的标

准[12]，114 株菌株可归入 18 个 GTG，每个 GTG

包括 2–18 株菌株，剩余 11 株菌株由于每个 GTG

的 HPPAP 都低于 0.4 而不能归入任何一个 GTG 

(图 1)。 

 

 

 
图 1.  18 个 GTG 在 114 株 Nm 菌株中的构成比 

Figure 1.  The constituent ratio of 18 GTGs of 114 N. meningitidis strains. Strains are arrayed along the horizontal 
ordinate. The proportion of different GTGs in each strain is shown on the vertical coordinate. Different GTGs are 
indicated by colors. 
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在 18 个 GTG 的 114 株 Nm 菌株中，91 株菌

株(79.8%) HPPAP≥0.6，其中，60 株菌株 HPPAP

高于 0.9，18 株 HPPAP 为 0.8–0.9，8 株为 0.7–0.8。

GTG4、GTG6 和 GTG18 的所有菌株 HPPAP 均高

于 0.9，另有 8 个 GTG 的所有菌株 HPPAP 均高于

0.6。HPPAP 低的菌株主要在 GTG9 和 GTG11 中，

而这 2 个 GTG 包括的 cc 也较其他 GTG 多。 

2.1.3  核心基因 SNP 分型与 MLST 分型的比较：

将以上核心基因分型结果与 MLST 分型结果进行

比较后发现二者吻合度较高，但核心基因分型对

MLST 明显具有补充作用(表 1)。18 个 GTG 中，7

个 GTG 分别与 7 个 cc 对应，6 个 GTG 仅包括 UA

菌株，5 个 GTG 对应 2 个以上的 cc (包括 UA)。

18 个 GTG 的 HPPAP 以及与 cc 的对应关系见表 1。

值得注意的是，42 株 UA 菌株显示出明显的序列

多态性，其中部分菌株单独归入一个特定的 GTG，

部分菌株与其他 cc 菌株归入同一个 GTG。有 11

株菌株无法归入任何 GTG，这些菌株中有 10 株为

UA 菌株。 

2.1.4  基于 SNP 的系统发育树：为了验证以上核

心基因分型的可靠性，采用以上 4263 个 SNP 对

125 株菌株进行了系统发育分析。从系统发育树上

可以看出(图 2)，核心基因分型结果与系统发育一

致性较好。除了 GTG9 和 GTG11，其他 GTG 的

菌株在系统发育树上各自成簇，相互之间界限清

晰。反过来，16 个 cc 中的 13 个分别被归入单一

的 GTG 中，另外 3 个[cc4821(GTG5 和 GTG6)、

cc11(GTG12 和 GTG13)和 cc41/44(GTG14 和 

 

表 1.  125 株 Nm 菌株的基因组群(GTG)分类结果 

Table 1.  The classification results of GTG of 125 N. meningitidis strains 

GTG Strains HPPAP Clonal complex (cc) 

1 3 0.8744–0.9659 UA 

2 6 0.4290–0.9966 UA 

3 7 0.7226–1.0000 UA 

4 3 0.9401–1.0000 UA 

5 18 0.4039–0.9418 cc4821, UA 

6 13 0.9515–1.0000 cc4821 

7 13 0.6833–1.0000 cc4, cc5 

8 8 0.5677–0.6000 cc1 

9 3 0.4111–0.5210 cc53, cc213, UA 

10 2 0.8114–0.9354 UA 

11 6 0.4043–0.6546 cc18, cc174, cc175, cc269, UA 

12 2 0.7968–0.8000 cc11 

13 7 0.8069–1.0000 cc8, cc11, UA 

14 7 0.4488–0.9978 cc41/44 

15 2 0.7146–0.7522 cc41/44 

16 6 0.4063–0.9802 UA 

17 6 0.7866–0.9918 cc32 

18 2 0.9838–0.9970 cc198 

NA* 11 0.2018–0.3794 cc103, UA 

* 11 strains cannot be assigned any GTG due to the low HPPAP (<0.4). 
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图 2.  基于 SNP 构建的 Nm 菌株系统发育树 

Figure 2.  The phylogenetic tree of N. meningitidis constructed based on SNPs. The information of strain includes 
the identification number, Serogroup clonal complex and strain source (P: patient; C: carrie) which were separated 
by a colon. The genome typing groups of all strains marked with different colors are labeled on the tree. 

 

GTG15)]分别被归入 2 个分支相邻的 GTG 中。值

得注意的是，同 1 个 GTG 中菌株之间的遗传距离

可长于它们与其他 GTG 菌株间的距离，而且 UA

菌株(如 GTG4 中)之间的距离可相当近，甚至比同

一个 cc (如 cc4821)中菌株之间的距离更近。除

GTG9 和 GTG11 中有 3 株菌株分散于系统发育树

不同处外，其余同一个 cc 的菌株均聚集在树上的

同一处。 

2.1.5  GTG 特异 SNP 和基因：寻找 GTG 特异的

SNP 和/或基因可以快速确定菌株的遗传学归类。

对 18 个 GTG 的全基因组序列(包括核心和非核心)

进行比较，发现 14 个 GTG 具有特异性 SNP，其

中 5 个 GTG 还含有特异性的基因。其余 4 个 GTG

中未发现特异基因或 SNP，但可以通过 SNP 组合
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对其进行鉴定。GTG18 的特异性基因和 SNP 明显

多于其他 GTG，与系统发育树中显示其为独立进

化分支的结果吻合。 

2.2  cgMLST 分型 

1605 个核心基因中，5 个基因在所有菌株中

完全相同，1600 个基因存在差异；另有 111 个基

因序列与数据库中两个或更多的基因位点匹配。 

保留菌株间存在差异且仅与唯一位点匹配的 1489

个基因，用于计算菌株间的遗传距离和构建系统

发育树(图 3)。从图中可以看出，该系统发育树的

拓扑结构与基于 SNP 构建的系统发育树几乎一

致，菌株之间的遗传关系亦高度相似，那些属于

同一个 GTG 但遗传距离较远的菌株在该树上距离

亦较远。 

 

 
 

图 3.  基于 cgMLST 构建的 Nm 菌株系统发育树 

Figure 3.  The phylogenetic tree of N. meningitidis constructed based on cgMLST. The information of strain 
included the identification number and clonal complex which were separated by a colon. The genome typing groups 
of all strains were labeled and the color of each GTG was in accordance with that in Figure 2. 
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3  讨论 

随着高通量测序技术的发展，细菌基因组已

逐渐应用到部分菌种的鉴定分型领域[12,21–22]，其

与传统分型方法相结合，具有分辨率高的优点。

本研究建立了基于核心基因的 Nm 的分型方法，

同时采用 cgMLST 基因组分型方法，对同一批 125

株菌株进行了分子分型，并与传统的 MLST 方法

的分型结果进行了比较。结果显示，基于基因组

序列的分型方法与 MLST 的分型结果一致性较

高，同时在以下方面又具有明显的优势：(1) 在分

辨 UA 菌株方面，基因组分型方法相较于 MLST

方法更灵敏。在定义 UA 菌株间以及 UA 与其他

cc 菌株间的关系上，本研究中的大部分 UA 菌株

在基因组系统发育树上成簇分布，显示出克隆性。

分析菌株的 MLST 位点信息，发现除了 GTG9 和

GTG11 外，每个 GTG 中的菌株具有至少一个相同

的 MLST 位点，说明这些菌株确实具有相关性，

MLST 之所以未能将其归为相应的 cc，原因是

MLST 分析的位点有限而对 cc 的定义又比较严格

(4 个以上的位点相同方可归入该 cc)。GTG9 和

GTG11 比较特别，其 3 株菌株分散于系统发育树

上多处，且 MLST 位点也没有同源性，因为这些

菌株归入相应 GTG 的 HPPAP 均较低，因此推测

它们不是这两个 GTG 的代表菌株，或者这些菌株

在进化过程中发生了较多的重组，导致菌株间差

异较大。(2) 基于基因组序列的分型方法能够对现

有的 cc 进行更准确的界定。在基因组序列分型中，

cc4821 分为 2 个明显不同的 GTG(GTG5 和 GTG6)

或簇，已有研究结果显示，两簇菌株之间生物学特

征差异显著[23–24]，这说明 cc4821 确实是由 2 个遗

传分支组成，对 cc4821 菌株如果仅仅按照 MLST

结果进行归类将会掩盖许多有价值的信息。反过

来，有些 cc 具有紧密的遗传关系，但在 MLST

分型中被界定为独立的 cc，如 cc8 和 cc11 (二者

的中心 ST 型有 4 个位点相同)，基因组分型结果

显示这 2 个 cc 同属于 GTG13，在基因组分型上

没有明显的差异。 

本研究中的两种基因组分型方法对菌株的分

型结果几乎一致，但二者分型原理不同，潜在的

适用范围也有差异。基于 SNP 的基因组分型方法

如同 MLST 方法一样，先对基因组型别(GTG)进

行界定，确定每个型别的特异基因或 SNP 位点，

然后根据待检菌株中这些特异基因和位点信息，

对菌株进行 GTG 归类。该方法的优点是分型标准

固定，便于不同批次或不同实验室间结果的比较。

而且，还可以根据每个 GTG 组特异的 SNP 位点

或基因设计简单的 PCR 方法对 GTG 进行鉴定，

从而提高分型效率和降低分型费用。本研究建立

的 Nm 核心基因分型方法的缺点是，仍有可能有

未知的 GTG 未被涵盖。Nm 种群结构复杂，目前

公布的 cc 已超 40 个，另外还有相当一部分菌株

不能归入任何一个 cc；而且，近年来 Nm 新的 cc

或亚群不断出现[5,11,25]，在这一种属中选取代表性

菌株建立基因组分型系统是相当困难的。本研究

发现，不能进行 GTG 归类的菌株具有多个祖先  

群的成分但比例都不高，这说明在本研究鉴定的

20 个 GTG 之外，可能还有其他的 GTG 未被识别

出来。此外，Nm 具有较高的转化和重组能力[26]，可

致使菌株快速变化，对于基于特异的 SNP 位点或

基因开发的用于 GTG 鉴定的 PCR 方法，如果变

化发生于 GTG 特异性位点，有可能会导致 GTG

的误判。 

相比起来，cgMLST 方法纳入了所有的核心

基因，且以每个核心基因作为一个变异单元，既
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避免了利用少数几个基因进行分型带来的不稳定

性，又避免由重组带来的大量 SNP 的影响。

cgMLST 是一个开放的分型系统，可以对任何新

的 Nm 菌株进行分型。但是，目前 cgMLST 分型

系统中还没有对不同的 cgMLST 型别进行 cc 归类

的方案，因此，只能通过构建系统发育树，根据

菌株间的遗传距离，判断某个菌株与其他菌株的

关系。然而，从本研究中构建的系统发育树来看，

有的 cc 内部菌株间的遗传距离较大，有的又相当

小，不同的 GTG 之间也是这种情况，这说明仅   

仅根据菌株间的遗传距离对菌株进行归类是不准

确的。 

总体来说，基于 SNP 的基因组分型方法和

cgMLST 分型方法要明显优于传统的 MLST 分型

方法，但二者适用范围也不一样。基于 SNP 的基

因组分型方法在认识 Nm 的种群结构、界定 cc 方

面具有优势。cgMLST 分型方法能够计算任何两

株菌株之间的遗传距离，但不能进行 cc 的界定和

归类，目前 cgMLST 方法主要用于对单一 cc 菌株

的变异分析[10–11]。目前这两种方法可结合应用在

Nm 的分型工作中。未来我们计划进一步整合和优

化两种分型方法，进一步提高其适用性、实用性

和准确性。 
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Whole genome sequence-based typing methods for Neisseria 
meningitidis 
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Abstract: [Objective] To find a suitable molecular typing method for Neisseria meningitides. [Methods] We used 

125 presentative N. meningitidis strains to develop a new typing method, named core genome single nucleotide 

polymorphism (SNP) typing, based on the whole genome sequencing. This method was compared to the MLST and 

cgMLST typing that have been published on pubMLST website. [Results] The genotyping results of 125 N. 

meningitides strains isolates were consistent between the core genome SNP typing and egMLST, both of which are 

significantly better than MLST. The core genome SNP typing identified the population structure and defined the 

clonal complexes. Comparatively, cgMLST could type any strain but cannot define or assign its clonal complex. 

[Conclusion] Core genome SNP typing showed consistent results with cgMLST and both methods are significantly 

better than MLST. 

Keywords: Neisseria meningitidis, core genome SNP typing, cgMLST, MLST 
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