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结核分枝杆菌分子生物学分型技术研究进展

陈建
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结核病是全球严重威胁人类健康的重大传染病之一，耐

药结核，特别是耐多药结核患者逐年增多，致使全球结核病

的流行形势非常严峻。分子生物学技术在结核分枝杆菌主

要流行菌株的确定、耐药性监测、结核病感染、暴发以及传染

源追踪等方面是十分有效的检测手段。结核分枝杆菌分型

鉴定技术主要分为非核酸法和核酸法。传统的分型方法即

核酸法主要指从细菌的表型特征上认识细菌，其主要技术或

方法有噬菌体分型、血清分型、药物敏感试验分型、细胞蛋白

电泳、生物化学多样性分析、多位点酶电泳等。但由于结核

分枝杆菌菌株具有高度同源性，这些技术或方法在结核分枝

杆菌分型鉴定中存在诸多缺陷，很难被广泛应用。随着分子

生物学技术的发展，一些以分子生物学方法为基础的技术或

方法逐步应用到结核分枝杆菌的分型研究中，在结核分枝杆

菌的分型鉴定中被广泛应用，为结核分子流行病学研究展现

了广阔的前景u．z J。

1．DNA指纹图谱(DNA fingerprinting)分析：1984年英

国莱斯特大学的遗传学家Jefferys等首次将分离的人源小卫

星DNA用作基因探针，同人体核DNA的酶切片段杂交，获

得了由多个位点上等位基因组成的长度不等的杂交带图纹，

这种图纹极少有两个人完全相同，故称为“DNA指纹”，如同

人的指纹一样是每个人所特有的。DNA指纹图谱开创了

DNA多态性检测的多种方法，如限制性片段长度多态性

(RFLP)分析、串联重复序列分析、随机扩增多态性DNA分

析等。这些分析方法均以DNA的多态性为基础，产生具有

高度个体特异性的DNA指纹图谱。近几年来，DNA指纹图

谱分型方法也广泛用于结核分枝杆菌的分型鉴定。该方法

首先将经过纯化的结核分枝杆菌染色体DNA用限制性内切

酶消化后，通过琼脂糖凝胶电泳分离，然后将限制性酶切片

段转移到纤维素膜上，与带标记的已知DNA探针杂交，最后

检测与探针同源的限制性酶切片段的数目和大小的变化。

由于每个菌株所呈现的指纹图谱型是特异的，所以可以进行

菌株的分型鉴定。目前结核分枝杆菌DNA指纹图谱分析方

法普遍采用插入序列(insertion sequence，IS)或其他重复序列

作为分型的标志，包括IS6110、ISl081、同向重复(DR)和多
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态性富含GC重复序列(polymorphic GC repeat sequence，

PGRs)等，其中应用最广泛的是Is6110’31。

(1)IS6110指纹图谱分型方法：插入片段IS6110是结核

分子流行病学研究使用最广泛的标志物，因为Is6110具有

较高的分辨能力；IS6110序列含有1355 bp的核苷酸和28 bp

的反向末端重复序列，属于IS3家族的一个成员¨J。它只存

在于结核分枝杆菌复合群中，而且在结核分枝杆菌不同亲本

的菌株中Is6110的拷贝数和染色体位置是高度变异的，但

在菌株传播期间并能保持稳定，即使在细菌产生抗药性的过

程中IS6110也不会发生变化。所以该方法广泛用于结核病

流行病学研究，如结核病暴发和流行调查、人群中的耐药菌

株的传播及播散、鉴别新近获得的感染和内源性复燃以及检

查可疑的实验室交叉污染等∞。。例如在美国旧金山和纽约

的研究中，用IS6110对结核分枝杆菌进行分子生物学分型，

结果显示造成结核病发病率上升的主要原因是新近获得性

感染，而不是潜伏感染的复发№1。自从van Embden等o“在

1993年推荐标准结核分枝杆菌RFLP分析方法后，该方法已

在国际上得到广泛的认同与应用，使全球范围内结核分枝杆

菌菌株水平鉴定和结果的比较成为可能。虽然该方法具有

很强的鉴别菌株能力，但是这种方法对于Is6110拷贝数少

或无IS6110的菌株难以进行结核分枝杆菌菌株水平的鉴

定，而且在实验中需进行S0uthern杂交，操作较为繁琐，大片

段杂交带识别相对较困难，出结果周期较长。

(2)RFLP分析：是DNA指纹图谱分析中常用的方法，该

技术是利用限制性内切酶能识别DNA分子的特异序列，并

在特定序列位点切开DNA分子，即产生限制性片段的特性。

对于不同种群的生物个体而言，它们的DNA序列存在差别。

当用同一种限制性内切酶切割不同物种DNA序列时，产生

数目和长度不同的限制性酶切片段；然后将这些片段电泳、

转膜、变性，与标记过的探针进行杂交、洗膜，便可分析其

DNA片段多态性旧’⋯。该方法是最早使用于基因分型方法

之一。在结核病研究中，结核分枝杆菌基因组DNA片段有

一定的特征，而重复序列是导致结核分枝杆菌染色体DNA

多态性的主要原因。结核病分子流行病学研究中广泛应用

两类重复DNA片段：一类是Is，它可在基因组内移动，片段

长度大约1300 bp；另一类是重复DNA，该片段大小变化较

大，一般在3～36 bp。据推测Is相关的DNA多态性是由于

IS可随机移动到基因组的任意位置所致¨⋯。对DR区域的

研究发现，小片段的重复序列促进基因重排，IS6110存在于

大多数结核分枝杆菌菌株的DR区域内，可能还涉及DR同

源重组以及Is6110插入序列造成重排⋯1。DR位点包括多
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个高度保守的DR序列和一些散在分布的非重复间隔序列。

不同菌株的DR序列数量不同，而且存在或缺失某些间隔序

列。这些特征有助于解释其他小重复序列相关的DNA多态

性。这些小重复序列包括PGRS、主要多态性的串联重复序

列(major polymorphic tandem repeat，MPTR)以及GTG重复

序列¨⋯。所以通过限制性内切酶切结核分枝杆菌DNA片

段，然后电泳分离，结果形成结核分枝杆菌DNA指纹图谱。

该方法的优点是数据多态性信息量大，重现性好，具有高分

辨能力，图谱相对比较稳定的特点。但是操作技术复杂，周

期长，费用相对较高；分离株染色体DNA经RFLP分析后，

在琼脂糖凝胶上产生数百个条带难以区分，而且有的条带未

显出或相互重叠。鉴别菌株类型难度较大【1“。

2．脉冲场凝胶电泳(PFGE)分型：PFGE是在恒压电场琼

脂糖电泳的基础上发展起来的分离技术。该方法采用切割

基因组DNA稀有位点的限制性内切酶，产生少量较大的

DNA片段，在电泳过程中交替改变电场，使其能够分离大分

子的DNA片段。结核分枝杆菌染色体的DNA G+C含量

高，采用DraI、xba I和SpeI等内切酶识别含腺嘌呤和胸

腺嘧啶的序列位点进行，大片段的酶切DNA片段通过低浓

度的琼脂糖凝胶在脉冲场电泳中便得到分离¨“。Zhang

等‘1纠用PFGE将26株结核分枝杆菌临床分离株分为不同类

型，其结果与Is6110分型方法得出的结果基本一致。该方

法与IS6110．RFLP操作一样，需要大量的结核分枝杆菌的

DNA，但用PFGE分型技术，只产生少量大的染色体限制性

片段，带型较少，分离结果易解释，分辨率高，重复性好，即使

结核分枝杆菌经过10次传代培养后仍可获得同样的PFGE

带型，而且还不需要特异性探针，避免了放射性污染。据报

道，其辨别能力与Is6110标准方法无明显差异，该技术主要

用于Is6110拷贝数较少的结核分枝杆菌的分型，并已在结

核暴发调查的传染源追踪和传播途径的确定等方面起到了

重要的作用H“。但是，这种方法的缺陷之一是在于检测小

的遗传变化较困难，少数菌株DNA不明原因降解，造成分型

困难，其次是标本处理时间长，并且需要专门的电泳设备和

特殊的仪器。因此，该方法在结核分枝杆菌菌株鉴定方面的

广泛应用受到一定限制。

3．以PCR技术为基础的分型方法：PCR分型方法针对

结核分枝杆菌基因组DNA上的特征片段，如IS6110、DR、

16S rDNA等设计特异的引物后进行多种形式的PCR扩增，

通过电泳分离，而呈现结核分枝杆菌DNA指纹图谱。以

PCR为基础的分型方法只需少量的模板，从临床分离标本中

获取的样本含量就能满足要求，而且不需要进行细菌纯化和

培养，简单而快速，但特异性不如RFLP方法。该分型方法

是对RFLP和PFGE方法的有效补充。

(1)PCR分型：利用PCR技术扩增待研究菌株的目的基

因，然后将扩增产物经电泳分离后再与特异的探针杂交，最

后通过检测杂交结果完成对结核分枝杆菌的分型。该方法

是应用IS6110和多态性串联重复(MPTR)引物半巢式扩增，

再与IS6110特异的寡核苷酸探针杂交后，能够产生一种扩

增产物谱型将结核分枝杆菌菌株分组。该方法稳定性好，简

单快速，但分辨力较差[1“。Plikaytis等n副在结核分枝杆菌的

研究中，应用该方法扩增分析rRNA基因后进行鉴别，并区

分人型和牛型结核分枝杆菌取得了较好的分型效果。这是

由于人型结核分枝杆菌含有较多的Is6110，其扩增产物可与

Is55探针杂交，人型结核分枝杆菌呈杂交阳性；而牛型结核

分枝杆菌只含低拷贝的IS6110，其杂交后呈阴性反应，结果

将两种结核杆菌鉴别并区别开来。

(2)Spoligotyping(间隔寡核苷酸)分型：spoligotyping分

型是一种以PCR为基础，基于结核分枝杆菌复合群中染色

体区域DR序列的分型方法。该序列是一含有36 bp核苷酸

短的重复序列，集中位于染色体一个特殊区域，DR之间常被

一些不同的间隔序列分开，这些间隔序列的长度和碱基序列

不同。DR序列特异存在于结核分枝杆菌复合群中，最多可

达50个拷贝，DR之间的非重复问隔序列目前已发现43种。

DR及相邻的间隔序列合称为直接可变重复单位。根据不同

间隔序列设计出各自特异的寡核苷酸探针，与结核分枝杆菌

染色体的DRS作为靶序列扩增DNA进行反向杂交，根据杂

交显色后，检测到不同指纹图谱，然后进行结核分枝杆菌的

分型。sp01igotyping方法基于重复序列的PCR扩增，利用结

核分枝杆菌的DNA指纹分析结核分枝杆菌复合群的结构特

征并进行聚类分析。根据成簇和成簇率较高的菌株，同时结

合流行病学研究中发现某些特定的结核分枝杆菌的传播能

力强于其他菌株，便可判断为当地的主要流行菌株型。van

S∞1ingen等¨9‘采用sp01igotyping分型方法对中国和蒙古国

的结核分枝杆菌标准DNA指纹构建的研究中发现，“北京家

族”菌株是两国主要流行菌株。国内外其他学者也采用

sp01i90typing方法进行了结核分枝杆菌流行菌株的分型鉴

定，同样也揭示了“北京家族”是具有一定特征性的DNA指

纹图谱而且是一种流行非常广泛，传播力极强的结核分枝杆

菌家族心⋯。Spoligotyping分型方法的优点在于分辨力强，操

作简单、快速，结果稳定和重复性好。它在“北京家族”的分

型鉴定上有着独特的优势。

(3)随机引物PCR分型：随机引物PCR分型是用一条人

工合成的寡核苷酸引物对整个DNA链进行探测，扩增出特

异的DNA片段。如果DNA链之间存在差异，所产生的

DNA片段数量及长度就会不同，经电泳将这些产物分开后，

可得到多态性很好的DNA指纹图谱，进而分型鉴定。

welsh，McClelland㈨和williams等㈨于1990年建立了该分

型方法并获得了DNA的多态性指纹图谱。它与其他指纹分

型方法相比，该方法特异性高，无放射性污染，简便而快速、

需要模板量少(10～25 ng)以及费用较低等特点，目前已显

示出很好的应用前景。据报道，该技术在研究结核分枝杆菌

遗传多态性方面已取得了较好的效果【2副；并作为一个重要

的分型鉴定技术在结核病爆发性流行的调查和疫情监测中

发挥着作用[2“。但是这种方法仍存在着明显的缺陷，其结
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果的稳定性和可重复性较差，且对模板的要求较高，而且在

不同实验条件下有一定差异，在不同实验室所得到的结果缺

乏可比性。由于存在这些缺陷，不少学者进行了反复摸索，

已使这种方法得到了进一步的改进，取得了较好的实验

效果‘2“。

(4)PCR单链构象多态性(PcR—SSCP)分析：PcR—sSCP

是在1989年由orita等乜鲥首先报道的一种PCR扩增产物的

单链DNA凝胶电泳技术，现在已在基因突变和DNA多态性

的检测和筛查方面得到了最广泛的应用。该方法是将PCR

产物经变性后，部分或全部裂解为两条互补的单链DNA，长

短不同及空间构型各异的DNA片段经非变性聚丙烯酰胺凝

胶电泳后，由于其迁移率的差别，在凝胶上呈现出不同的带

型，将其与野生型标准株对照，可以非常敏感的将野生型和

突变型菌株在分子构象上的差异分离开来。该方法灵敏度

高，稳定性好，简单快速。Tokue等心71采用PCR—sSCP方法对

不同类型的分枝杆菌鉴别取得了好的效果；但是该方法目前

主要应用于结核杆菌耐药基因的检测，例如Pretorius等【2叫

利用该技术检测了120株耐RFP的临床分离株，结果显示

95％的耐RFP菌株发生了r加B基因突变。但是该方法也

存在某些缺点，一是它只能作为突变检测方法，要最后确定

突变的位置和类型还需要进一步测序；在操作中电泳条件要

求较严格，而且SsCP是依据点突变引起单链DNA分子立体

构象的改变实现电泳分离，当某些位点突变对单链DNA分

子立体构象的改变较小时，常常会出现电泳无法分辨造成漏

检。所以该方法广泛应用于结核分枝杆菌分型还有待进一

步研究。

(5)混合接头PcR：混合接头PcR是Is6110．RFLP之后

不久发展的一种RFLP快速分型技术，也是以Is6110片段多

态性为基础。该方法是用限制性酶Hha I消化DNA。

Hha I是专门识别4 bp的限制性酶，比PvuⅡ产生更多的短片

段，更适合做PCR。形成的所有片段均有3’端，可与具有互

补的5’端的接头结合。而且这个双链接头包含一个引物位

点，针对该接头的引物可与该位点结合。接头具有U碱基对

而非T碱基对，因此称为“混合接头”。通过用尿嘧啶一N．糖

苷酶(uNG)去掉u碱基对，接头引物在PcR的第一个循环

中将不能结合。另一个引物是针对Is6110 3’端的Is6110特

异的引物，但由于接头引物不能结合，所以选择单链片段进

行扩增乜⋯，然后同样以琼脂糖凝胶电泳分离PcR产物。如

果使用荧光标记物，可用计算机高度精确地计算出bp数旧⋯。

该方法非常可靠，重复性很好，与传统的Is6110一RFLP相比检

测速度快，但比其他以PCR基础的方法要慢。混合接头

PCR已成功地用于鉴别结核分枝杆菌分离株，并用于研究结

核分枝杆菌中IS6110插入位点的流行率【3“，而且该技术成

功地区分了多次结核病暴发中的耐多药结核分离株∞⋯；目

前尚未应用于大范围的结核病流行病学研究。

4．可变数目串联重复序列(VNTR)分型法：是一种在高

等真核生物的基因分型中极有价值的研究方法。该分型方
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法建立在数目可变的VNTR之上，被检测的菌株根据散在

于基因组中不同独立位点的VNTR重复单元拷贝数的多少

来进行数码编码，然后根据每个菌株的数字编码的不同，利

用相关软件通过计算机来对这些菌株进行自动分型[3“。结

核分枝杆菌全基因组中存在一种散在分布的分枝杆菌间隔

重复单元(mycobacteralinterspersed repetive units，MIRu)的

VNTR，基因组分析揭示在结核分枝杆菌H37Rv基因组存在

的41个MIRU中有12个相当于人类微卫星样vNTR区

域b“。Mazars等口41对72株不同结核分枝杆菌分离株的12

个位点进行分型研究发现，这些菌株的12个位点可鉴定出

2～8个MIRU VNTR等位基因，相当于1600万种不同组

合，其分辨力接近IS6110 RFLP，而且MIRU vNTR分型结

果与IS6110 RFLP高度相关。

VNTR方法操作简单，并能提供数字式的分型信息，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，可以同时对大量样本进行分析。这种分型方法为结核

病分子流行病学研究和建立全球数字化数据库开辟了新的

途径‘3“。

5．DNA序列分析：是利用PCR扩增结核分枝杆菌DNA

序列，以荧光素为标记物，然后用测序仪进行测序，根据检测

的结果便可将待测菌株进行分型鉴定。该方法主要用于细

菌基因突变的检测，而且能够确定其突变的部位与性质，是

检测基因突变的决定性方法。BrOwn等¨矾采用DNA序列分

析对土耳其等国结核病暴发收集菌株分析，不仅可了解暴发

菌株的基因型突变，还识别了耐药类型。在1998年

Escalante等∞71采用该技术对结核分枝杆菌分析鉴定出耐药

基因和耐药类型。Bartfai等口引利用该方法检测了29株用比

例法测定为耐RFP的临床分离株，结果显示27株结核分枝

杆菌发生了r瑚基因突变，其中26株突变发生在507～588
位编码27个氨基酸密码子的81 bp的区域，1株突变发生在

N端，其余3株未发生突变。目前DNA序列分析在结核病

研究方面主要用于耐药结核分枝杆菌分型研究[3⋯，该技术

出结果较快，检测结果准确。但对每一菌株来说，要测定所

有已知的DNA突变部位，需要多次反应，费用昂贵，工作量

很大，在实际应用中受到一定的限制，目前仅限于少量研究

性实验室中开展工作H⋯。

6．基因芯片技术分型：基因芯片技术在20世纪90年代

初由美国Affymetrix公司的Fbdor博士提出并开始相关的研

究H“。该技术是将大量不同的生物信息分子如寡核苷酸、

DNA或cDNA探针等与互补的靶核苷酸序列杂交，通过随

后的荧光信号强度的检测进行定性与定量分析。基因芯片

在一微小的基片表面集成了大量的分子识别探针，能够在同

一时间内平行分析大量的基因，进行大信息量的筛选与检测

分析H纠。该方法一旦用于结核分枝杆菌分型鉴定，就可以

大大减少实验时间，快速检测大量生物样品，而且需要的

DNA量少，自动化程度也相当的高。通过在芯片上分析结

核分枝杆菌DNA的杂交情况，可同时检测不同基因位点的
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基因变异H⋯。基因芯片技术可以快速准确鉴定结核分枝杆

菌种群。1999年Behr等¨41通过基因芯片技术对结核分枝

杆菌、牛结核分枝杆菌和卡介苗的基因组进行杂交试验比

较，证实卡介苗缺失与结核分枝杆菌H37Rv致病相关区域，

包含91个开放读码框(ORF)的H37Rv的11个区域在致病

牛型结核分枝杆菌中缺乏，而代表38个0RF的另外5个区

域牛结核分枝杆菌中存在，在一些BCG株中缺乏。DNA芯

片是一种有前景的工具，芯片技术原则上可使分子分型在一

次试验的不同进化水平上同时进行，是目前分子生物学最前

沿的方法，受到了国内外学者的普遍关注。但是该技术目前

主要用于耐药基因型的鉴定H5。。尤其在抗结核药利福平耐

药检测方面应用广泛，而且具有很好的敏感性和特异

性¨6’4“。相信在不远的将来，基因芯片技术将会作为一种简

便、快捷的新技术应用于结核分枝杆菌分型鉴定，为有效预

防和控制结核病发挥重要作用。
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