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·实验室研究·

结核分枝杆菌多位点可变数目串联重复序列
分型方法标准化操作程序的建立

吕冰Christine Pourcel刘敬华董海燕 张媛媛蒋毅刘志广赵秀芹 万康林

【摘要】 目的建立结核分枝杆菌多位点可变数目串联重复序列分析(MLVA)的标准化方法，

评价该方法的分型能力、应用价值。方法选取15个位点，采用核酸提取、PCR和琼脂糖凝胶电泳

等技术，结合BioNumeries(Version 5．O)软件。对中国54株结核分枝杆菌临床分离株进行分型。结果

确定标准化的MLVA方法，包括细菌分离培养、核酸提取、PCR、琼脂糖凝胶电泳等实验步骤及标化

参数的相关数据分析软件的使用。VNTR位点确定为ETRA、ETRB、ETRC、ETRD、ETRE、MIRUl0、

MIRUl6、MIRU23、MIRU26、MlRU27、MIRU39、MlRU40、Mtub21、Mtub30和Mtub39。结论 建立

MLVA标准化技术方案，该方法操作简便，分型鉴定能力及实验室间结果可比性强，便于网络化，有

利于结核病流行中追溯传染源，分析流行趋势。

【关键词】结核分枝杆菌；多位点可变数目串联重复序列分析；标准化操作程序
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【Abstract】 Objective To establish and evaluate the standardized protocol of multiple loci variable

numbers tandem repeats(VNTR)analysis(MLVA)for genotyping Mycobacterium tuberculosis

(M．tuberculosis)．Methods 15 VNTR loci were chosen for genotyping 54 Chinese M．tuberculosis

strains by PCR—electrophoresis-based VNTR analysis and the r曩sults were analyzed by software BioNumeric$

(Version 5．0)．Results MLVA method W&S successfully established and standardized，including the

standard protocol for bacterial culture，DNA iSolation，PCR and agarose gel eleetrophoresis and the software

analysis． 15 VNTR 10ci were confirmed。including ETRA，ETRB，ETRC，ETRD，ETRE，MIRUlO，

MIRUl6。MIRU23。MIRU26。MIRU27．MIRU39，MIRU40，Mtub21，Mtub30 and Mtub39，to be

suitable for ML蹦analysis of M．tuberculosis．Conclusion The standardized MLVA method has been
established successfully．This method is simple and has powerful capacity for genotyping and strain

differentiation，csn be used for the network surveillance on pathogens of M．tuberculosis，and the data are

comparable between laboratories．It iS valuable for tracing the source and studying the trend of prevalence

during investigation of M．tuberculosis infections．

【Key words】 Mycobacterium tuberculosis；Multiple loci variable numbers tandenl repeats analysis；
Standard operation program

目前应用于结核分枝杆菌的基因分型方法主要

分为两类：一类是以限制性片段长度多态性

(restriction fragment length polymorphism，RFLP)为
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基础的方法，常用片段有插入序列6110(insertion

sequence 6110，IS6110)等；另一类是以对结核分枝

杆菌基因组中特定多态性区域序列进行PCR扩增

为基础的方法，常用于扩增的片段有编码16S、23S

rRNA基因分隔区、DR及其间隔区和数目可变串联

重复序列(variable numbers tandem repeats，VNTR)

等n卫]。各类方法都有自身特点和应用范围。尽管

目前国际上将1S6110．RFLP方法作为结核分枝杆

菌分型的金标准，但是该方法存在的缺点也不可否
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认，如需要大量的结核分枝杆菌，试验操作繁琐，技

术含量高，需要多种昂贵的仪器，且实验结果不易分

析，也不便于实验室间的比对”J。与该方法相比多

位点数目可变串联重复序列分析(multiple loci

VNTR analysis，MLVA)是一种以PCR技术为基础

的方法，其操作简单，分辨率高，结果分析容易，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，适宜进行

大量样本和网络化分析¨’4】。美国疾病预防控制中

心已建议将MLVA作为结核分枝杆菌基因型分型

的首选方法b1。为达到该方法试验结果良好的可重

复性及各实验室结果的可比性，将试验操作进行标

化十分重要，为此本项研究是在应用标准化操作的

基础上综合目前实验结果而得出的，今后随着研究

工作不断深入，标准方案也会得到进一步完善。

材料与方法

1．试验菌株：54株结核分枝杆菌，其中包括

H37Rv结核分枝杆菌参考株，均由中国疾病预防控

制中心提供，其中53株临床分离菌株采集于

2004—2006年，来源于北京、甘肃、广西、河南、

四川、新疆、西藏等省、市、自治区。实验菌株的培

养包括痰标本分离培养及传代培养，培养基为改良

罗氏培养基，37℃培养箱培养。生长状态良好的菌

株用生理盐水洗下，制备成菌悬液，沸水浴方法提

取细菌DNA。

2．菌株分型：采用MLVA分型方法，即选取基

因分型所用的位点，设计引物，然后提取54株结核

分枝杆菌核酸、进行PCR反应、琼脂糖凝胶电泳等

方法，根据电泳图片计算位点重复次数，结合

BioNumerics(Version 5．0)软件进行聚类分析。

3．实验材料与仪器：Taq DNA聚合酶、琼脂糖

购白天根生化科技(北京)有限公司(BBI进口分

装)。生物安全柜、PCR仪、电泳槽、读胶仪等仪器

均由中国疾病预防控制中心提供。

结 果

通过反复多次的研究，初步确定标准化的

MLVA方法，包括VNTR位点的确定、细菌分离培

养、核酸提取、PCR、琼脂糖凝胶电泳等实验步骤及

标化参数的相关数据分析软件的使用。

1．菌株培养和DNA标本制备：

(1)痰标本分离培养：培养基为改良罗氏培养

基。吸取4％NaOH处理后的痰液0．1 ml，均匀接种

在整个培养基斜面上。接种后，放入37℃培养箱培

养，水平放置24 h。然后塞紧试管胶塞，直立放置，

37℃继续培养。接种后第3天、第7天观察，以后每

周观察一次，记录细菌生长情况。

(2)传代培养：用无菌生理盐水0．5 ml将培养好

的菌株从斜面上洗下，用1 ml吸管吸取0．2 ml，接种

改良罗氏培养基，每支接种0．1 ml，将菌液铺满斜

面，放入37℃培养箱培养，水平放置24 h。然后塞

紧试管胶塞，直立放置，37℃继续培养。接种后第3

天、第7天观察，以后每周观察一次，记录细菌生长

情况。

(3)细菌的收集：生长状态良好的菌株用生理盐

水洗下，制备成菌悬液，浓度约10 mglml，分装至

1．5 ml Eppendorf管中。

(4)样本DNA的准备：取上述茵悬液适量，

80℃灭菌30 min；离心收集菌体，1 ml TE重新悬

菌；95℃水浴(或沸水浴)15 min，12 000 r／min离心

3 min；取上清，一20℃保存备用。

2．VNTR位点的确定：根据中国疾病预防控制

中心传染病预防控制所结核病实验室和法国巴黎

xI大学遗传学和微生物学研究所[Institute of

Genetics and Microbiology(IGM)，Universit6 Paris

XI，France]近几年合作研究的结果初步确定15个

VNTR位点哺_9]，见表1。

3．PCR：

(1)PCR预混液的制备：PCR反应体系预混液

中各成分的组成，见表2。

(2)PCR标准反应体系：见表3。

(3)PCR扩增程序：预变性94℃，5 min；变性

94℃，30 S；退火62℃，30 s；延伸70℃，45 s；35个循

环。最后延伸72℃，10 min。PCR产物4℃保存。

4．琼脂糖凝胶电泳：①琼脂糖凝胶的配制：配

制2％的琼脂糖溶液，用0．5×TBE作为溶剂，灌胶

长度约12 cm；②加样方案：每个电泳凝胶方块为8

个泳道，包含5个样品、1个H37Rv和2个DNA

Marker(图1)；③凝胶电泳：电泳电压采用1～

10 V／cm的电压(按两极间距离计算)，指示剂迁移

到距凝胶边缘2 cm左右，终止电泳；④凝胶染色：将

凝胶放人浓度为0．5 tLg／ml的EB染色液中，放置水

平摇床上染色30 min，蒸馏水洗涤脱色15～30 min；

⑤凝胶成像：采用紫外凝胶成像仪读胶、成像，图片

保存为TIFF格式(图1)。
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裹1 15个位点的引物、H37Rv标准株上的重复单元、扩增片段长度及重复次数

·92l·

位点 引物(5’～3’) 重复单元长度(bp)PCR产物长度(bp)H37Rv中的重复次数

ETR ETRA L)A1广rTCGATC G(沁ATGlvrGAT ．。 ⋯
R)TCGGTCCCATCAC姐T帆TA “ ⋯

ETRB L)GCB AAC ACC AGGACA GCA TCATG
57 292

R)GGc A，rG CcGGTGATCGAGTGG
-’ ⋯

盯跹昌篇焉枷黜mmGCGA 58TCACCTCCACGAGT 346
R)G TTG GC

⋯
ETRD L)GCECGAGAG COCG从CTGC

一 ，。。

R)GCGCAGCAGAAACGTCAGC
’’ ⋯

ETRE L)ACTGATTGGavrCATACGGCTnA 。． ⋯
R)GTGCCGACGTG(；TCTTGAT

。。 ⋯
MIRU MIRUl0 L)GTT(1T GAC CAA CTG AGTCGT Cc 一一 一

R)GC℃ACCTTGGTGATCAGCTACCT
53 643

MIRUl6

MIR．U23

MIRU26

MIRU27

MIRU39

MIRU40

Mtub Mtub21

Mtub30

L)TCGGTGATCGGGTCCAGTCCAAGTA —

R)ccCGTCGTGCAGCCCTGGTAC
。。

L)CAGCGAAACGAACTGTC-CTATCAC —

R)CGTGTCCGAGCAGAAAAGGGTAT
～

L)ccCGCClvrCGAAACGTCGCT ．．

R)TGGACATAGGcG ACCAGGCGAATA
—

L)TCGAAAGCCTCTGCGTGCCAGT从
一

R)GCGATGTGAGCGTGCCACTCA A
。。

L)CGCATCGACAAACTGGAGCCAAAC —

R)CGGAAACGTCTACGCCCCACACAT
～

L)GGGTTGCTGGATGACAACGTGT ．．

R)GGGTGATCT CGGCGAAATCAGATA
。’

L)AGATCCCAG"17、GTCGTCGTC —
R)CAACATCGC(X、GGTTCTGTA

。’

L)AGTCACCTTTCCTAC CACTCGT从C ～

R)ATTAGTAGGGCACTAGCACCTCAAG
‘—’

裹2 PCR反应体系预混液成分

成分 体积(p1) 成分 体积(m)

10×缓冲液 1．5 Taq酶(5 U／m)0．3

MgCl2(25 mmol／L)0．9 双蒸水4．5

dNTP(1 mmoffL) 3．0 总体系 10．2

裹3 PCR反应体系成分

成分 体积(“1) 成分 体积(一)

预混液 10．2 引物R(5／lmol／L)0．9

样本DNA 3．0
总体系 15．0

引物L(5 pn帕l，L)0．9

注：M：分子质量标准；1：H37Rv；2～6：试验菌株(GX06001、

GX06002、GX06003、GX06004、GX06005)

图l 位点Mtub21 PCR产物的琼脂糖凝胶电泳图

5．图片文件建立：建立PowerPoint文档，如图

2。每张幻灯片包括位点名称、菌株来源、实验结果

图片以及与之相对应的菌株号，6个菌株(包括1株

H37Rv标准菌株)为一组，与实验结果图片泳道相

对应。该文档保存在BioNumerics(Version 5．0)软

件根目录下的data文件中。

6．位点重复次数计算：由表1已知H37Rv标准

菌株的全基因序列在位点Mtub21的PCR产物为

206 bp，产物片段有2个重复单元，每个重复单元为

57 bp，如图1中第一泳道所示。通过DNA Marker

和标准菌株H37Rv的VNTR位点重复单元的重复

次数作标准参照，采用BioNumerics(Version 5．0)计

算出被测菌株相同VNTR位点重复单元的重复次

数。如图1中第二、第三和第六道为3个重复单元、

第四道为4个重复单元、第五道为5个重复单元。

7．数据库建立：将按照图1计算结果得到的所

有菌株所有位点的结果输入Excel表格。见表4。

表4中的列名为各位点的名称，行名为菌株号。在

BioNumerics软件中，菌株号的列名需要由Key表

示，这一列数据是固定不再改变并且是惟一的，用于

各个数据库间如实验结果和背景资料等数据的

连接‘l oJ。
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8．数据分析标化：利用BioNumerics软件进行

聚类分析，聚类方式用平均连锁聚类法(UPGMA)。

计算各个位点的重复次数后，每株菌株就都被赋予

了数字化的特征，经过BioNumerics软件聚类分析，

特征相同或相近的菌株就被分为一型。图3是

BioNumerics软件的数据分析界面，图左侧的窗口是

表示各菌株的实验结果(标注1)，各行名称是菌株

号，各列的名称是位点名称；标注2是该实验的名

称；标注3所示的圆点是指能够用于试验结果分析

的实验数据，有这个圆点表示该菌株有相应的实验

结果，没有圆点表示无实验结果。

9．结果聚类分析：图4是54株结核分枝杆菌

MLVA结果经过聚类分析后的聚类图。图的左边是

系统树图，中间是菌株各位点的实验结果，右侧是菌

株号。按照预设的Cluster-cutoff值，软件自动分析将

菌株分为A、B、C、D共4簇。

表4 根据图1电泳结果计算的位点重复次数

Key 试验编号MIRU40 Mtub21 Mtub30

H37Rv H37Rv
⋯⋯ 2 ⋯⋯ ⋯⋯

GX06001 2
⋯⋯

3 ⋯⋯ ⋯⋯

GX06002 3 ⋯⋯ 3 ⋯⋯ ⋯⋯

GX06003 4 ⋯⋯4 ⋯⋯ ⋯⋯

GX06004 5 ⋯⋯ 5 ⋯⋯ ⋯⋯

GX06005 6 ⋯⋯ 3 ⋯⋯ ⋯⋯

圈2 MLVA l冬!f片文件示意图

图3 BioNumefics软件的数据分析界向
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在20世纪80年代，人们就已经认识

到串联重复序列具有高度多态性，这种多

态性的位点可以作为细菌分型的基础，例

如用富含GC片段的探针检测的PGRs方7

法¨¨，或者是用寡核苷酸探针检测的

Spoligotyping方法等【1 2|。在目前已知的

大量基因组序列数据的基础上，以PCR为

主要试验方法的MLVA方法得到了快速

的发展。

在MLVA的研究中，最常见的研究是

关于ETRs(exact tandem repeats)位点、

MIRUs(mutiple interspersed repetitive

units)位点、QUBs(for Queen’s University

of Belfast)和Mtubs位点。ETRs位点的重

复序列长度范围在53～79 bp，该类位点中

只有ETRA位于ORF中，ETRs位点的重

复性、稳定性都比较好，经常用来做结核分

枝杆菌MLVA分型研究以及菌株进化研

究；MIRUs位点的重复序列长度比较固

圈4 54株结核分枝杆菌MLVA分型结果的聚类图

定，都是53 bp，这类重复序列多位于基因间；QUBs

位点也多位于基因间¨引。

在MLVA分型研究中，位点的选择是重要的。

MLVA位点作为分子标志，一个重要特性就是其恰

当的稳定性。进化得太快的分子标志会含糊流行病

学上的联系，但过于稳定的标志物又会导致人们得

到那些并不存在的直接联系。本实验室近几年的研

究中，总结了15个位点，作为结核分枝杆菌MLVA

分型研究的标准操作位点。2006年Vergnaud和

Pourcel【l纠提到有19个位点，包括5个ETRs、8个

MIRUs和6个Mtubs位点，对50株不同型别、不同

分离地区的菌株MLVA分型得到了很好的结果，并

且提出如果再加上一些QUBs位点，或是用

M．boris和M．tuberculosis基因序列上的差别区域

设计新的位点，可能会得到更好的结果。

在我们确定位点后，位点的PCR产物大小，即

为琼脂糖凝胶电泳的结果。在所选定的位点中，参

考株H37Rv的产物大小都不超过1000 bp，每个重

复单元的长度都在50 bp左右(ETRA和ETRD较

大，为70 bp多)。我们选择的DNA分子质量标准为

1000 bp至100 bp的梯度Marker，电泳上样时上样顺

序为图1、2示意的一个H37Rv标准株和5个菌株
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一组，在图像中菌株结果很容易和H37Rv结果比

较，这样能够快速目测实验结果，当实验结果有误

时，也能较快地发现错误。我们用BioNumerics软

件进行图像分析，计算在凝胶电泳图像上的条带大

小，以及菌株在位点上的重复次数。

BioNumerics软件是一个功能强大的数据库软

件，该软件可以储存各种资料，包括菌株背景资料、

实验室数据结果、核苷酸序列、生化反应结果、电泳

图片结果等，并且进行数据分析¨引。在MLVA数

据分析中，我们用这个软件进行聚类分析，用菌株各

位点的数字资料得出聚类树状图，以此来阐明菌株

间的亲缘关系。在结核病分子流行病研究中用于追

溯结核病传染源、研究传播机制并找出结核病在人

群中传播的危险因素。

由于MLVA分型研究的诸多优点，已经被认为

是目前最具有开发意义的分型方法，将成为Is6110

金标准的替代方法n 3|，而对MLVA分型方法的标

准化更是具有重要意义，在大范围的流行病学调查

和疾病监测中，达到不同实验室大量菌株的实验结

果能够快速比对，由此可以建立我国结核分枝杆菌

MLVA数据库，在结核病预防控制中追溯病例的传

播途径，对预防控制工作起到重要的作用。
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8158例动物咬伤者流行病学分析

王传林李英杰

目前狂犬病仍然是发展中国家重要的公共卫生问题。

我国随经济发展，饲养宠物的家庭增多，动物咬伤病例也逐

年增加。为了解被动物伤害人群的流行病学特点，掌握动物

伤人的现状和规律，对2006年在北京大学人民医院急诊外

科就诊的所有动物咬伤病例进行流行病学特征分析。

调查对象的暴露伤【1按卫生部颁发的狂犬病暴露后处置

工作规范(试行)进行分级。共收治8158例动物咬伤患者，其

中男性3649例(44．73％)，男女性比为1：1．2。各年龄组均有

暴露，高发年龄组分别是20～29、加～49和50～59岁，发病例

数分别为2349、1443和1454例，明显高于其他年龄组，共占

43．2％。全年均有暴露，但以5—8月份最多(均在800例以

上)，共3556例(43．6％)。咬伤部位主要为上肢，共5486例

(67．25％)，其次为下肢1980例(24．3％)。伤口数目以一处居

多，共7156例(87．7％)。I度伤El 172例(2．1％)，Ⅱ度伤121

4179例(51．2％)，Ⅲ度伤口为3807例(46．7％)。

8158例伤者中既往接种过狂犬病疫苗982例(12．04％)，

其中疫苗接种时间在6个月至1年之间的有524例，占接种人

数的53．36％，接种时间在1～3年之间的有247例(25．15％)。

注射抗血清有526例(6．45％)。被咬伤后在24 h内就诊的为

6372例(78．11％)，24～48 h内就诊的有1478例(18．12％)，

48～72 hot诊的有121例(1．48％)。

伤人动物有犬、猫、鼠、兔、猴、猪等，其中以犬致伤最常

见，共5573例(68．31％)；其次为猫2509例(30．76％)。伤

人动物主要以自家饲养为主，共5833例(71．5％)，他人饲养

1655例(20．29％)。伤人动物未免疫的5323例(65．25％)。

作者单位：100044北京大学人民医院急诊外科

·巴斯德医苑·

讨论：我国是狂犬病高发国家之一，且发病逐年增多uJ。

对8158例动物咬伤患者分析发现，暴露者以青中年为主，其

原因可能是该年龄组爱好养宠物，与宠物接触机会较多，暴

露率较高。女性多于男性，町能是男女饲养习惯不同，女性

与动物接触较密切，易被其致伤所致。但0--9岁组男性多于

女性，町能与男孩的活动范围较女孩广泛，因此受到动物攻

击的机会较高有关，与文献报道一致12】。本研究还表明伤者

在夏季最多。可能原因为夏季人们穿的农服较少，肌体暴露

部位多，外出频繁，犬在外面的活动增多，增加了被犬咬伤的

机会。因此夏季应作为防范被犬类动物咬伤的关键时期。

被动物咬伤病例伤口部位以上肢为主，也与国内相关报道一

致f2】。表明咬伤与人主动密切接触宠物有关。伤口以Ⅱ、Ⅲ

度为主，提示在与宠物嬉戏时一定要注意防范，保护好自己。

本研究中大部分病例能在24 h内就诊，但仍有部分人不能及

时就诊，既往接种过疫苗与免疫球蛋白的比例低(分别为

12．04％和6．45％)。说明应继续加强预防狂犬病的意识，另

外应提倡暴露前免疫。致伤动物种类仍以犬为主，其次为

猫，且伤人动物主要为自家饲养动物，而动物免疫接种率仅

为34．75％，与印度2003年的研究结果(32．9％)一致口】。
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