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摘要!:目的:初步了解中国部分地区结核分枝杆菌临床分离菌株数目可变串联重复序列%/+.(+Y0*1-=Y*.7A

D+1]*=.*V*+D)!68_F)&基因多态性特征' 方法:采用多位点68_F)分析%=-0D(V0*072(68_F, +1+04)()! 3>6H&技

术!随机选取 ;$# 株中国部分地区结核分枝杆菌临床分离菌株!U[F和琼脂糖凝胶电泳技术!对结核分枝杆菌的 ;#

个68_F)位点进行检测!用W(78-=*.(2)%6*.)(71 $5"& 软件进行结果分析!数据结果与国际3>6H数据库%CDDV#MM

=(1()+D*00(D*)5-QV)-]5A.&比对!初步分析结核分枝杆菌'8H多态性特征' 结果:;$# 株菌株大致被分成 & 个主要的

簇!其中 9%5LT的菌株为北京家族菌株!其次为 J%9F/相似菌株及在数据库中没有比对结果的一簇!这一簇的

3>6H特点是<_F'P%!3RFZ;"(3RFZ!9(3RFZ%#(3RFZ&" 及3D-Y!; 位点结果为 !!!!;!与其他簇的菌株结果有

比较明显的区别' 可能是中国特有的菌株' 另外发现与W[S相似的一簇' 结论:本次研究中的中国结核分枝杆

菌具有明显的68_F基因多态性!主要流行菌株为北京家族菌株!可能存在中国特异的 68_F基因型' W[S临床

分离株的发现!提示W[S疫苗相关病例可能成为值得关注的卫生问题'

关键词!:结核分枝杆菌$ 多位点数目可变串联重复序列分析$ 基因分型$ 卡介苗
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::结核病目前仍然是危害人类健康的重要传染病 之一' 传统的流行病学方法不能很好地揭示结核

病的传播规律!分子生物学与流行病学研究方法

相结合产生的分子流行病学在这方面有着不可替

代的优势' 多位点数目可变串联重复序列分析

%3>6H! =-0D(V0*072(68_F+1+04)()&是利用基因

组中特定位点上可变数目串联重复序列%/+.(+Y0*

1-=Y*.7AD+1]*=.*V*+D)! 68_F)&进行基因型分

型' 有研究发现结核分枝杆菌的全基因组序列中
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存在许多 68_F位点!但其侧翼序列具有高度保

守性' 被检测的菌株根据不同位点的 68_F重复

单元的拷贝数的多少来进行数字化编码!然后利

用相关软件通过计算机来对这些菌株进行自动

分型);*

'

本研究用 ;# 个 3>6H位点对 ;$# 株中国 L 地

区的菌株进行分型研究!其 3>6H数据结果与国际

3>6H数据库比对!考察各簇型别同国际菌株的近

似型别!以了解中国 L 地区菌株的主要流行分布和

主要流行型!以及是否存在中国特殊型别!为建立

中国的3>6H数据库打下初步的基础'

!"材料与方法

;5;:菌株来源:;$# 株结核分枝杆菌临床分离

株!J%9F/参考菌株及 ! 株W[S疫苗株!牛结核分

枝杆菌和非洲结核分枝杆菌!共 ;G& 株均由中国

疾病预防控制中心传染病所结核病实验室提供'

;$# 株临床分离菌株采集于 !""& E!""G 年!来源

于北京(福建(甘肃(广西(河南(四川(新疆(西藏 L

个省(直辖市(自治区' 每省菌株抽选大约 !" 株!

抽样方法为单纯随机抽样!各省的全部菌株编号!

用随机数字表抽取样本!即菌株编号排序并同随

机数字表中数字相关联!取随机数字表中偶数相

关联的菌株'

;5!:3>6H分型方法:参照吕冰等)!*

3>6H标准

化方案及3>6H数据库)%*

!本研究采用 3>6H数据

库收录的 ;# 个 68_F位点%<_FH! <_FW! <_F[!

<_F'! <_F<! 3RFZ!! 3RFZ;"! 3RFZ;G!

3RFZ!%! 3RFZ!G! 3RFZ!9! 3RFZ%#! 3RFZ&"!

3D-Y!;! 3D-Y!#! 3D-Y%"! 3_ZW%L! 3D-Y%#!

r-Y;;+&对 ;G& 株结核分枝杆菌进行分型分析' 简

要试验过程如下#用沸水浴制备样本 '8H!设计引

物!通过 U[F扩增将以上各位点的序列扩增出来!

扩增产物用琼脂糖凝胶电泳鉴定大小!计算 68_F

位点重复次数!其重复次数结果用 W(71-=*.(2)软件

分析!并绘制聚类结果图'

;5%:,7V0(?7D4V(1?:参照 b+=*.Y**e 等)&*报道的

,V70(?7D4V(1?操作方法!实验过程如下#

;5%5;:带有间隔寡核苷酸序列探针膜的制备:将

&% 个直接重复序列%'F&位点的探针%;$"

!

0"5;!$

!

=70M>&标记在 =(1(Y07DD*.的狭缝中!孵育 ; C!用

! i,,U<M"5;T ,', 及 !"

!

=70M><'_H % VJ值

L5"&洗膜'

;5%5!:沸水浴制备样本'8H:通过U[F扩增得到

各菌株 &% 个'F位点的序列'

;5%5%:杂交与检测:&% 个位点的U[F产物与制备

好的膜进行杂交并用化学发光发法检测'

;5&:3>6H结果数据库比对:在数据库中比对

3>6H分型结果!对 ;$# 株结核分枝杆菌临床分离

株及 $ 株 J%9F/(W[S%! 株&(W7/()和非洲分枝杆

菌!共 ;G& 株进行分型研究!了解菌株的大致型别

分布'

&"结果

!5;:;G& 株结核分枝杆菌 ;# 个位点的U[F产物凝

胶电泳结果:图 ; 是 ;" 株结核分枝杆菌临床分离

株的3D-Y%L 位点的U[F产物凝胶电泳结果图' 各

菌株U[F结果各不相同!表现了该位点的基因多态

性' 位点的U[F产物长度不同说明了位点重复次

数的不同!用W(78-=*.(2)软件计算出各个条带的长

度!可以计算出该位点的重复次数'

3#核酸分子质量标准%;""" YV O;"" YV&$J#结核分枝杆菌

标准参照株J%9F/$; O;"#;"株结核分枝杆菌临床分离株

图 !"Q1+A@' 位点N:.产物的凝胶电泳图

()*+,-!"P>-41,0/70,-8)806N:./,02+41806Q1+A@'

!5!:;G& 株结核分枝杆菌 3>6H结果聚类分析

用W(71-=*.(2)软件将 ;G& 株菌株 3>6H结果进行

聚类' 图 ! 是 ;G& 株菌株的 3>6H结果的聚类图!

由图可见 ;G& 株菌株大致被分成 & 个主要的簇!图

中用方框表示出 & 个主要的簇' 其中绝大多数菌株

%;!; 株&由于结果相同M相似而分到一簇当中!图中

用红色方框表示!占总菌株数 9%5LT%;!;M;G&&!成

为 L 地区的优势菌株'
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图 &"!LB 株结核分枝杆菌QZY9结果聚类图

()*+,-&"QZY94>+81-,)3* =5/06

!LB <=#/&)$(/2%*"*81,5)38

!5%:各簇的数据库比对结果:本实验的结果数据

与数据库%CDDV#MM=(1()+D*00(D*)5-QV)-]5A.&收存的菌

株3>6H结果比对后!了解中国菌株的大致型别分

布' 本文用菌株 J*8"G"!& 为例!表示出菌株

3>6H结果同国际数据库比对的结果!见图 %!结果

表示与该菌株结果相似的菌株在数据库中有 % 个!

均分离自法国%U+)D*-.和\.+12*&!,V70(?7分型表示

这 % 株均为北京家族%W<Ro&'

本实验 ;$# 株临床分离株中!占菌株总数最多

的簇为北京家族菌株!其次是J%9F/近似的菌株和

W[S近似菌株!还有一簇在数据库中没有比对结

果!该簇的 3>6H结果特点是 <_F'P%!3RFZ;"(

3RFZ!9(3RFZ%#(3RFZ&" 及 3D-Y!; 位点结果为

!!!!;!与其他簇的菌株结果有比较明显的区别%图

!&!应该是中国特有的菌株'

H#;G& 株结核分枝杆菌的最小生成树图 W#菌株 J*8"G"!& 的数

据库比对结果' 结果表示与该菌株结果相似的菌株在数据库中

有 % 个!均分离自法国%U+)D*-.和\.+12*&!,V70(?7分型表示这 %

株均为北京家族%W<Ro&'

图 @"!LB 株结核分枝杆菌分型聚类的最小生成树图及菌株

QZY9数据同国际数据库比对结果#以菌株K-M$L$&B 为例%

()*+,-@"Q)3)V84531,--06!LB 81,5)3806<=#/&)$(/2%*"*53217-

QZY9,-8+>140=/5,-2?)17<31->V2515A58-

#81,5)3K-M$L$&B ?5817--U5=/>-%

!5&:W[SQ0(e*一簇的菌株 ,V70(?7D4V(1?分型结果

图 & 为 ! 株W[SQ0(e*一簇的结核分枝杆菌临床分离

株 ,V70(?7D4V(1?分型结果!其结果同 ! 株 W[S的

,V70(?7D4V(1?结果相同' 杂交阳性%图上的黑点&表

示该菌株全序列中有该 'F位点!杂交阴性表示无

该'F位点'

图下方为 ; O&% 个'F位点

图 B"I:SV>)W-菌株的O/0>)*01D/)3*分型结果

()*+,-B"O/0>)*01D/)3* ,-8+>106I:SV>)W-81,5)38
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@"结论

多位点数目可变串联重复序列分析%3>6H!

=-0D(V0*072(68_F+1+04)()&是一种以U[F技术为基

础的方法!它简单方便(分辨率高!结果容易分析!具

有很高的可重复性!在实验室内和实验室间具有非常

好的可比性!并能提供数字化的分型信息!适宜于进

行大量样本和网络化分析);*

' 尽管国际上许多学者

认为3>6H方法的分辨力不如R,G;;"QF\>U

)$*

!但是

也有更多的研究者从事于完善3>6H方法的研究'

本研究应用 ;# 个 3>6H位点!对中国 L 地区

%北京(福建(甘肃(广西(河南(四川(新疆(西藏&的

菌株进行分型分析!分型结果同国际数据库比对!

明确中国这 L 个地区主要的流行菌株为北京家族菌

株%图 !&!占总菌株数的 9%5LT' 北京家族菌株是

;##$ 年/+1 ,770(1?*1等)G*首先报道的!这些菌株是

在遗传上高度保守的菌株!也是在亚洲国家广泛传

播的菌株!具有一定的选择优势!易呈克隆传播!在

35DY种系中构成一个大的分支)9*

' 在某些情况下

与多耐药性及W[S疫苗的接种有较大的相关性)G*

'

鉴于北京家族菌株独特的地区分布(选择优势及克

隆传播的能力!该种系菌株可能适应人类的进化!

易于感染人类引起疾病)L*

'

本研究的 ;$# 株结核分枝杆菌临床分离株分成

主要的 &个簇!除去最大的北京家族菌株外还有一簇

实验结果与 J%9F/菌株比较近似!和一簇在数据库

中没有匹配结果!以及与W[S相似的一簇' 关于在

数据库中没有比对结果的一簇!其3>6H分型结果特

点是 <_F'P%!3RFZ;"(3RFZ!9(3RFZ%#(3RFZ&"

及3D-Y!;位点结果为 !!!!;!与其他簇的菌株结果有

比较明显的区别%图 ;&!应该是中国特有的菌株!在

本研究中的 ;$#株结核分枝杆菌临床分离株中!这簇

菌株共有 #株!其中 &株为药物敏感菌株!;株为单耐

药菌株%R8J&!&株为多耐药菌株' 从分离这些菌株

的临床病例资料来看!# 例患者年龄 !G O9# 岁!G 例

痰培养阳性!% 例为复发病例!接触史均不详' 本次

研究的抽样菌株比较少!还不能确定该簇菌株的耐

药(治病力等特征与其他簇菌株有差别!关于这簇菌

株的特征需要我们进一步的研究'

另外!W[S相似的一簇菌株均分离自 % 岁以下

的儿童!临床诊断均为肺结核' 由于中国目前卡介

苗已是计划免疫项目!在全国新生儿普种!在这种

情况下的结核分枝杆菌感染!而且其致病菌的3>6H

基因分型结果与卡介苗相似!,V70(?7D4V(1?分型结果

完全相同!提示可能为卡介苗疫苗相关病例' 近年

湖北(郑州等地区有报道新生儿结核性淋巴结炎病

例)#!;"*

!而本研究几株 W[SQ0(e*菌株分子分型结果

与卡介苗相似!并均来自儿童肺结核病例!还不同

与新生儿接种卡介苗所致的淋巴结强反应!应为疫

苗相关病例!由于病例的流行病资料不十分详细!

所以尚需要进一步的研究调查'
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