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上海市2000一2002年91株结核分枝杆菌
分子流行病学分析
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【摘要】 目的探讨上海地区结核病分子流行病学特点。方法对从上海市疾病预防控制中心

菌株库中随机抽取的2000—2002年各50株耐药和敏感菌株进行间隔区寡核苷酸分型(spoligotyping)

和分枝杆菌散在分布重复单位(MIRU)基因型分型，并结合流行病学资料进行分析。结果 抽样菌

株中，具有特异Spoligotyping指纹图谱的北京基因型菌株在上海地区分布达89％(81／91)。未接种过

卡介苗(BCG)的患者中北京基因型菌株占88．5％(54／61)，接种过BCG的患者中北京基因型菌株占

90％(27／30)，差异无统计学意义。北京基因型菌株耐药率为45．7％(37／81)，低于非北京基因型菌株

的耐药率60．O％(6／10)，差异无统计学意义。MIRu成簇菌株占所有菌株的62．6％(57／91)。结论

北京基因型菌株在上海地区有广泛分布，北京基因型菌株与BCG接种和耐药无关，结核病患者中有

部分是由于近期传播而引起的。
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【Abstract】 0bjective To explore the molecular．epidemiology of M∥06dc搪r玩m f“6PM“如is in

Shanghai．Methods Drug—resistant and drug—susceptible strains of M．￡“妇M“￡∞i5 were randomly selected

fmm the bank of M．￡“沈阿“Zosis of Shanghai Municipal Center for Disease ControI and Prevention and

were genotyped by mycobacterial interspersed repetitive units(MIRU)and Sp01igotyping methods． The

genotyping reSults were analyzed and combined with epidemiological data． Results The Sp01igotyping

results demonstrated that 89％(81／91)of the strains beIonged to the Be巧ing genotype．0f the patients who

had receivedBCG—vaccination，88．5％(54／61)infectedwith strains ofBe玎ing gerlotype and 90．0％(27／30)

of the patients were not BC(≥vaccinated．However，the difference was not statisticaUy significant． Drug—

resistant rate fmm thoSe strains of Be巧ing genotype was 45．7(37／81)，lower than that of non—Be幻ing

genotype(60．0％，6／10)．Again，the difference was not statisticaUy significant．The MIRU results showed

that 62．6％(57／91)were strains of clusterS．C彻cJusi彻 The Be玎ing genotype of M．￡“沈M“缸拈were
found to be the dominant strains in Shanghai．The associations between Be巧ing genotype strains and BCG

vaccination or drug—resistant were not found． Results from cluster analysis suggested that Some cases might

belong to the newly developed caseS．
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上海市近年来结核病疫情有所上升，尤其是外

来流动人口报告肺结核病例数年递增率达到10％

左右‘1I；因此阐明上海市结核病流行特点和传播规

律对于采取有效的防治措施具有重要意义。北京基
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因型菌株是一类具有特异间隔区寡核苷酸

(Spoligotyping)指纹图谱的菌株心’；在世界上许多地

区引起多次爆发，而且引起爆发的菌株均为耐药菌

株b1；我国南北方以及香港地区分布广泛H’71。本研

究运用Spoligotyping和分枝杆菌散在分布重复单位

(MIRU)分型方法对上海地区的临床菌株进行了基

因型分型，以初步了解北京基因型菌株在上海地区

的分布及其流行病学特点。

 



材料与方法

主堡煎笪痘堂茎查；!!!至!旦箜!!鲞箜!塑 垦堕!』垦垡!!翌i!!!墨!P!!翌!笪；!!!!Y!!：!!!堕!：1

1．菌株来源与选择：实验菌株来源于上海市疾

病预防控制中心菌株库中所保存的2000—2002年

全市各区(县)结核病定点医疗机构所收集的菌株。

根据药敏试验结果，我们将2676株临床菌株分为敏

感菌株组(2375株)和耐药菌株组(301株)，然后按

照简单随机抽样的方法分别从两组中选择50株菌

株。由于某些抽样菌株不能复苏，最后对91株菌株

进行了Spoligotyping和MIRU基因型分型，其中耐

药48株，敏感43株。

2．流行病学调查：对每株菌，上海市疾病预防控

制中心结核病例登记管理数据库中都保存有该患者

的资料，包括：性别、年龄、居住地、发病及治疗情况、

痰涂片、细菌培养、药敏试验、菌型鉴定等结果。

3．主要仪器及试剂：基因扩增仪为美国Applied

Biosystems公司产品；2×Taq PCR MasterMix和

50 bp DNA Ladder为北京天为时代公司产品；

Sp01igotyping kit以及Miniblotter MN45为瑞典

Isogen Bioscience公司产品。

4．药敏试验：参照《结核病诊断细菌学检验规

程》中绝对浓度法进行旧o。

5．结核分枝杆菌DNA提取和定量：结核分枝

杆菌基因组DNA的提取参考Hermans等旧。的方法

略加改进。固体培养基上生长的结核分枝杆菌重悬

于400”l的TE中，80℃灭活30 min，振荡分散后用

20肚1的50 mg／m1溶菌酶在37℃消化1 h。然后加

70肛l 10％SDS和10弘l 20 mg／ml蛋白酶K，振荡混

匀后，68℃孵育30 min。加100肛l 5 mol／L NaCl和

100”1 10％CTAB后振荡混匀，在68℃孵育

15 min。然后用酚：氯仿(1：1)抽提DNA 2次，用

0．6体积的异丙醇沉淀DNA。DNA溶解在100”l

TE中，加入10弘l 10 mg／ml的RNase，37℃温浴1 h，

酚：氯仿抽提后酒精沉淀。DNA干燥后溶解于50肚l

的TE中。在核酸定量仪上测定吸光度A：。。和A，。

的值，以确定DNA的含量和纯度。

6．Sp01igotyping基因型分型：分型使用Isogen

Bioscience公司Spoligotyping试剂盒，按照说明书操

作。以10 ng左右的DNA作为模板，PCR法扩增间

隔序列。PCR产物与固定在膜上的短核苷酸序列

杂交，用ECL系统检测杂交信号。

7．MIRu基因型分型：参照文献[10]的方法以

及网站http：／／www．ibl．fr／mirus．mirus．html。合成

12对用于扩增MIRU位点的引物，在20肚l PCR反

应体系中含有引物0．4弘m01／L，2×Taq PCR

MasterMix 10肚l，10 ng DNA模板。PCR反应条件

为94℃预变性5 min后，94℃变性30 s、58℃退火

30 s、72℃延伸30 s，40个循环后，72℃延伸7 min。

8．统计学分析：采用stata 7．0软件进行数据处

理与分析，对北京基因型菌株与卡介苗(BCG)接种、

耐药之问的关系按照Fisher’s确切概率法计算P值。

结 果

1．患者基本情况：91例患者中年龄最大83岁，

最小13岁，平均51岁；男性66例(72．5％)，女性

25例(27．5％)；初治患者75例(82．4％)，复治患者

16例(17．6％)；市区患者39例(42．9％)，郊区县患

者52例(57．1％)。48例耐药患者中，单耐利福平4

例(8．3％)，单耐异烟肼8例(16．6％)，单耐链霉素

28例(58．3％)，耐利福平+异烟肼3例(6．3％)，耐

利福平+链霉素2例(4．2％)，耐利福平+异烟肼+

链霉素1例(2．1％)，耐利福平+异烟肼+链霉素+

乙胺丁醇2例(4．2％)。

2．Spoligotyping分型结果及北京基因型菌株在

上海地区的分布：91株菌株共分为20种

Spoligotyping基因型，89％(81／91)菌株的

Spoligotyping指纹图谱与“北京基因型”菌株的特征

指纹图谱一致。该结果说明北京基因型菌株是上海

地区主要流行菌株。

3．北京基因型菌株与BcG接种及耐药的关系：

由于上海市是从20世纪50年代后期开始BCG接

种的，1960年前出生的人群中BCG接种者较少。

为分析方便，所以我们以1960年为界，1960年前出

生的患者都计入未接种过BCG，而1960年及以后

出生的患者都计入接种过BCG，以此来分析北京基

因型菌株是否与BCG接种有关。结果显示，未接种

和接种过BCG的患者中北京基因型菌株分别占

88．5％(54／61)和90．0％(27／30)，但差异无统计学

意义(P=1．000)；未接种和接种BCG的患者中非

北京基因型菌株分别为11．5％(7／61)和10．0％

(3／30)。为了解北京基因型菌株是否与耐药有关，

我们对北京和非北京基因型菌株的耐药情况进行了

分析。本次抽样菌株中，北京基因型菌株耐药率为

45．7％(37／81)，低于非北京基因型菌株的耐药率

60．0％(6／10)，但差异无统计学意义(表1)。

4．MIRu分型及成簇情况分析：MIRU是一种
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新的简单快速、具有高分辨率的结核分枝杆菌分型

方法¨“，我们用该方法对抽样菌株进行了分析。分

型结果显示，91株菌株共得到46种MIRu基因型，

在8l株北京基因型菌株中，共有39种不同的

MIRU基因型。我们将具有完全相同MIRU基因

型的菌株定义为“簇”菌株。91株菌株中，共有57

个菌株为簇菌株，成簇菌株占所有菌株的62．6％；这

些簇菌株可分为12个簇，其中最大的1簇含有18

个菌株，另外有1簇含9个菌株、各有2簇分别含3

个和6个菌株、有6簇含2个菌株，其余34种基因

型均只含有1个菌株。

表1 北京基因型菌株与耐药的关系

注：括号外数据为例数，括号内数据为百分比

讨 论

根据不同国家结核病分子流行病学研究显示，

北京基因型菌株在全球范围内都有广泛分布旧o。本

次抽样调查显示，北京基因型菌株在上海地区的分

布达89％。北京基因型菌株在全球范围内广泛分

布的原因尚不得而知。van Soolingen等。6。曾推测北

京基因型菌株是由于BCG广泛接种而导致的选择

性优势的结果。但是在越南及印度尼西亚进行的研

究结果显示u2’13。，北京基因型菌株与BCG接种没有

联系。从本研究结果来看，接种过BcG与未接种过

BCG患者中北京基因型与非北京基因型菌株的分

布无显著差异，因此不支持这种假设，与张立兴等b1

的结果一致。

由于耐多药北京基因型菌株多次引起爆发性流

行，使得北京基因型菌株与耐药之间的关系成为了

研究的热点，但是研究结果大不相同。有些文献报

道，北京基因型菌株耐药率高于非北京基因型菌株，

如越南胡志明市、爱沙尼亚、纽约等地区u2’14。；也有

文献报道，北京基因型菌株与非北京基因型菌株的

耐药率无显著差异，如印度尼西亚、阿塞拜疆、哥伦

比亚等地区。1
3’15

o；而香港地区北京基因型菌株的耐

异烟肼率甚至低于非北京基因型菌株o 7I。本研究结

果显示，北京基因型菌株的耐药率(45．7％)低于非

北京基因型菌株(60．0％)，但差异无统计学意义，不

支持北京基因型菌株更易产生耐药的推断。

在结核病分子流行病学中通常将具有相同

IS6110一RFLP基因型的菌株称为“簇”菌株。若从不

同患者分离的菌株属于同簇菌株，同时流行病学调

查结果也表明患者之间有接触史，那么说明不同患

者之间有近期感染。目前也有研究者根据MIRU

基因型的成簇结果来研究结核病的近期感染u⋯。

本次MIRu分型结果，共得到12个簇。我们追踪

簇菌株的人群资料，发现其中3簇菌株所对应的部

分患者居住在同一辖区。最大一簇18个菌株所对

应的患者中，有3例患者在同一辖区内居住，另外有

三个辖区内各有2例患者居住。由于本课题未对同

簇菌株患者进行深入的流行病学调查，尚无足够的

证据可以显示具有同簇菌株的患者间有过接触史，

因此不能认为具有同簇菌株的患者之间都是由近期

传播引起的。尽管我们还不能回答在上海地区结核

病的近期传播究竟占多大比例，但我们的结果提示

结核病患者中有部分是由于近期传播而引起的。
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流行病学案例教学的网络资源简介

王劲松

“案例教学法”是对某一特定情景的客观书面描述或介

绍，其目的在于为学生提供模拟的实践情景，使他们从中获

得锻炼，提高独立的工作能力。实施案例教学法就必须有足

够的高质量案例可供使用；而互联网为我们提供了极佳的平

台。在网络上有许许多多的流行病学网站以及相关资料，利

用它们可以很好地完成这一任务。

本科层次的流行病学教学内容主要为疾病的分布、描述

性研究、分析性研究和实验性研究以及其他领域的介绍。案

例性质可分为现场流行病学案例、临床流行病学案例等，从

研究方法可分为观察性研究案例、实验性研究案例、理论流

行病学研究案例等。与之相应的网络资源类型有：流行病学

教学软件、流行病学软件、流行病学电子期刊、新闻组、讨论

组、政府机构和国际组织报告、流行病学数据库等。～般通

过搜索引擎选用合适的关键词都能找到中意的案例素材，当

然大部分素材还需要经过教师的加工才能真正适用。

美国疾病预防控制中心(CDc)和wH0在促进流行病学

教育方面奉献了大量优秀作品。他们不仅提供相关数据库

及应用软件，还有培训用的教学案例直接供大家使用。

wH0的“The world health report”(http：／／www．who．int／whr／

en／)提供了从1995年至今各年度的研究报告，其中既有报告

文件也有相关数据文件可供选用，其内容覆盖了流行病学的

大部分领域。用于案例教学可使学生在学习的同时了解世

界的疾病负担和控制状况，有利于培养宏观意识。更为方便

的是wHO的“World H髓lth 0rganization Library Database”

(wHoLIs，http：／／dosei．who．int／uhtbin／webcat)可以检索

1948年至今wH0的各种文件并获得1986年以来的技术文

档和杂志内容。其媒体中心(http：／／www．who．int／

mediacentre／multimedia／topics／en／)有图片、声音、视频等多媒

体资料，它们是对各种健康事件的描述和对健康政策的阐

述。CDc wonder(www．wonder．cdc．gov)是CDC建立的数

据检索系统，该系统覆盖了CDC网站数据与统计信息服务

的全部内容。通过该系统，用户可检索死亡率周报

(MMwR)及包括科研数据、调查监督数据、卫生统计数据和
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实验室信息等各类公共卫生数据。CDC慢性病预防与健康

促进网页(http：／／www．cdc．gov／nccdphp)提供了慢性病调查

与监测项目的大量资料，它们包括了最短也达到15年的六

大监测系统的体系、调查表、结果报告、疾病发展趋势和现状

分析、危险行为及特殊人群统计学分析资料。

而CDC—EIS(epidemic intelligence service，http：／／www．

cdc．gov／eiS／casestudidcasestud”x．htm)是结合抗击流行病实

际设计的一组流行病学培训项目；它是从1951年发展起来

的案例教学的典范，很多EIs毕业生成为各国的卫生事业领

导者。所提供的每个案例附带两个文件，分别是教师和学生

手册。在网页上，每个案例标明了学习的目标，使用者可以

根据需要自行选择下载。在手册中，一般案例均分为四个部

分：首先描述案例的发生情况以及背景资料，然后介绍调查

和临床工作，利用其数据资料计算相应研究或评价指标，最

后再作出结论。在这个过程中会有相应的问题，教师手册中

附有答案。由于它是专门为教学设计的，因此完全可直接使

用，更可作为双语教学的材料。而且它结合当前流行病学实

际工作，内容会随培训课程而更新，同样的案例也会不断修

订，这些都可成为用于案例教学的绝佳素材。

此外，匹兹堡大学的超级课堂(http：／／www．pitt．edu／～

superl／index．htm)提供了许多国家的众多专业人员完成的流

行病学讲座，它按领域、作者、设计方法、资料来源等进行分

类，使用者可以很方便地查询到所需材料。uCLA提供了部

分流行病学课程的PPT和PDF文件(http：／／www．ph．ucla．

edu／epi／courses．html)，其中也有一些案例可供使用。解说者

网站(http：／／www．exponent．com／practices／index．html)是专

业分析既往案例的缺陷和原因从而达到预防目的的网站，其

中包括众多范围广泛的案例，可以大大拓展教学内容，增加

课堂的趣味性。商业网站也开展这方面工作，公众健康基金

会(public health foundation， http：／／bookstore． phf． oqg／

prodl21．htm)提供教材的购买服务，在其网站对教材的介绍

中可以发现引用了许多案例，他还有各种流行病学案例的书

籍出售。
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