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山东地区结核分枝杆菌临床菌株

基因型特征研究

邓云峰张延安郑建礼景辉王燕王海英马欣刘志敏

·实验室研究·

【摘要】 目的探讨山东地区结核分枝杆菌临床分离菌株的基因型特征，评估不同基因型分

布对于耐药结核菌近期传播的影响。方法在山东地区选取13个结核病防治机构作为监测哨点

收集临床分离菌株和相关信息，应用分枝杆菌散在重复单位(MIRu)技术分析结核分枝杆菌DNA

多态性。结果1年的研究期内共获得558株结核分枝杆菌，对12个MIRU位点进行检测共产生

143个基因型，其中成簇基因型66个，成簇率86．2％。74．6％的菌株属于北京家族，177个(31．7％)

菌株属于山东基因型。耐多药菌株的近期感染估计值明显低于敏感菌株。结论山东地区结核

分枝杆菌具有明显的基因多态性，山东基因型菌株在人群中具有较强的传播能力。
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【Abstract】 objective To establish the molecular characteristics of Myeobacterium tuberculosis

and on factors influencing the recent transmission of drug resistant isolates in Shandong．Methods
Mycobacterium tuberculosis isolated from active pulmonary tuberculosis patients of l 3 counties were

gcnotyped by mycobacterial interspersed repetitive units(MIRU)methods．Results 12 lOCi of

MIRU were detected in 558 isolates and a total of 143 MIRU paRerns were confLrmcd．66 isolates had

distinct patterns．and 48 l(86．2％)strains were in clusters．Shandong cluster included 1 77 strains with

74．6％of the isolates belonged to Belling family．The recent transmission index of multi—drug

resistance strains WaS in lower level．comparing to the susceptible strains．Conclusion Our results

showed that the Shandong cluster isolates had capacities of facilitating person-to-person transmission

and high level of drug resistance．
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近年来，随着分子生物学技术的进步，结核分枝

杆菌的基因分型鉴定技术越来越成熟，深入研究结

核病分子流行病学传播规律已经成为可能⋯。为了

研究我国山东地区结核病传播的基因型特征、近期

感染的影响因素和耐药菌的传播规律，本研究建立

分枝杆菌散在重复单位(MIRU)和差异区105缺失

检测(RDl05)等技术方法乜’3]，对山东地区临床分离

菌株进行初步分析。

材料与方法

1．菌株来源：2005年7月1日至2006年6月30
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日，山东省13个结核病监测哨点共收集598株结核

分枝杆菌，对其中的558株结核分枝杆菌提取DNA

后进行基因型分析，使用“病例信息报告卡”和“病人

风险评估表”收集病例基本信息。558株菌株分离

自558例结核病患者，其中男性428例，女性130例，
平均年龄48岁(17—85岁)。

2．主要试剂：改良罗氏培养基为本实验室自制，

结核分枝杆菌药物敏感性试验采用问接比例法¨】。

Achromopeptidase(破壁酶)和Proteinase K(蛋白酶

K)购自德国Merck公司；使用常规酚／氯仿抽提法提

取结核分枝杆菌DNA【2】。TaqDNA聚合酶、dNTP、

100 bp DNALadder Marker以及正反向引物由上海

申能博彩生物科技有限公司提供。

3．基因分型：参照文献设计MIRU 12个位点b1
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和RDl05b1正反向引物序列。PCR总反应体积是

30¨l，反应物质包括0．6¨l DNA标本，0．15¨l

TaqDNA多聚酶，21．0 pl双蒸水，3．0 pl 10×PCR

buffer，4．8Ⅲ1．25 mmol／L dNTP，以及正反向引物各

0．225 pl。使用GeneAa,ap 9700 PCR扩增仪进行扩增；

循环条件：95℃预热15rain，95℃30 s、65℃30 S、

72℃30 s，共35个循环；最后72℃延伸7 min。

24位点的退火温度是55℃，其他反应条件同上。扩

增产物在2．5％琼脂糖凝胶上电泳，使用100 bp

Ladder做指示标记。

4．统计学分析：使用Microsoft Excel软件进行

基本数据整理，使用WHO的结核病耐药监测软件

SDRTB4进行药物敏感性分析。MIRU等位基因

的多态性分析使用Mazars等f61的计算公式，^=1一

∑靶[∥(n一1)]。使用南法国巴斯德研究所和德国

国家结核病参比实验室共同开发的MIRU．VNTR

plus(1．o．7)在线数据库和统计分析软件进行基因型

聚类分析‘7】。

结 果

1．RDl05分析：对558株结核分枝杆菌的DNA

标本采用RDl05分析法进行基因分型，经过判断，

416株属于北京家族，占74．6％，另外142株属于非北

京家族。

2．MIRU位点的基因多态性：558株结核分枝杆

菌的MIRU基因分型结果显示，在12个MIRU位点

中，位点26显示多态性最高，多态性系数(h)为0．67

(图1)。位点3l、10、39、40、27、4显示中等程度的多

态性(^≥0．30)，分别为0．54、0．51、0．47、0．50、0．38和

0．36；位点16、23、2、20显示较低多态性(^≤0．30)，

分别为0．27、0．15、0．06、0．02和O．01；位点24只有1

种等位基因。

注：M：100 bp DNALadder；1—13：不同结核分枝杆菌菌株

图1山东省不同结核分枝杆菌MIRU 26位点

多态性检测结果

3．基因型聚类分析：558株结核分枝杆菌菌株

通过MIRU方法共被分为143种不同的基因型，其

中独特型77个，占53．8％。66个成簇基因型中40个

(60．6％)属于北京家族。成簇的菌株481株，成簇率

86．2％，簇的范围为2～177，最大的簇包含177株菌

株，此最大基因型编码为223325173533，称为

“Shandong cluster”(山东基因型)[8]。将143个MIRU

基因型输入到MIRU．VNTR plus数据库中进行

UPGMA聚类分析(相似性系数=0．1)，可获得12个

宗谱，其中110个基因型包含在2个较大的宗谱内

(分别占总数的21．7％和55．2％)，其余33个基因型

分属于10个宗谱。结果显示，山东地区的结核菌株

既存在明显的优势大宗谱，也存在具有遗传多样性

的小宗谱。

4．基因型与耐药的关系：MIRU基因分型法在

北京家族菌株中的成簇率高于非北京家族，分别为

91．2％和76．3％，山东基因型属于北京家族。北京家

族菌株耐药性为19．5％，明显高于非北京家族菌株

(6．6％)，差异有统计学意义(z2=11．39，P<O．01)。

成簇菌株的耐药性为17．3％，略高于独特基因型的

菌株(11．7％)，差异无统计学意义(x2=1．49，P>

0．1)。92株耐药菌株属于35个基因型，其中成簇基

因型26个，成簇菌株83个，成簇率90．2％。466株敏

感菌株属于126个基因型，其中成簇基因型58个，成

簇菌株398个，成簇率85．4％。耐药菌株的成簇率高

于敏感菌株的成簇率，差异有统计学意义(X2=

8．763，P<0．01)。在66个成簇基因型中，有35个全

敏感基因型，5个全耐药基因型。其中，222325183533

基因型对异烟肼和链霉素耐药，223322172523和

223326173533基因型对链霉素耐药，223325153534和

223325164533基因型对异烟肼耐药。

5．近期感染估计：基因型完全相同的成簇菌株被

认为是近期感染的结果，通过MIRU．VNTR基因型分

析可以计算出近期传播指数(recem transmission

index，RTI)，从而进行近期感染估计b】。估计72．7％

的全敏感菌株的传播是由于近期感染引起的，而耐

多药菌株的近期感染估计值为46．7％，远远低于其

他类型菌株。北京家族的近期感染危险性高于非北

京家族(表1)。

讨 论

本研究发现558株结核分枝杆菌临床分离株通

过MIRU方法可以分为143个基因型，包括77个

(53．8％)独特基因型和66个(46．2％)成簇基因型。成
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表l 山东省结核分枝杆菌近期感染估计

簇基因型由2—177个菌株组成，共包括481个菌株，

成簇率为86．2％(481／558)。样本的成簇率是评价基

因分型技术功效的重要指标b】。本研究所得数值高于

IS61 10一RFLP(79％)和Spoligotyping(76％)两种方法

的结果，而在另一项国际化的大样本研究中，MIRU

和Spoligotyping的成簇率分别为23％和55％【3】。由此

证明，除外方法学本身的差别，样本量大小和样本来

源区域也是影响基因分型方法分辨率的因素。

MIRU和RDl05都是以PCR为基础的方法，简

单快速，操作性强，适用于对批量菌株进行基因型鉴

定分析。本研究参考文献方法分别合成MIRU．

VNTR技术的12对引物进行检测，发现MIRU的各

个位点在基因分型中并不具有同等的功效。在本研

究中，MIRU的2、23和24位点分别只出现了2、2和

l的拷贝数。MIRU 4、10、26、31、39位点的分辨能

力较高。RDl05缺失检测对北京家族的鉴定，与被

称为金标准的Spoligotyping技术的一致率达到

100％，且操作简便、费用低廉¨引。本研究中，通过

RDl05检测发现74．6％(416株)的结核分枝杆菌属

于北京家族，与我们之前的研究数据基本一致旧1。

有不少研究发现，北京家族菌株与耐药有关。

在俄罗斯，北京家族菌株耐利福平率为69％，耐多

药率为43％。但是，在北京家族菌株占优势的亚洲，

很少有研究发现北京家族菌株与耐药有关，甚至发

现北京家族菌株更不易耐异烟肼¨¨。本研究显示，

北京家族菌株的耐药性(19．5％)显著高于非北京家

族菌株，而山东基因型菌株作为北京家族的主要成

员，其耐药性水平与北京家族相近。通过对416例

北京家族菌株和122例非北京家族菌株进行比较后

发现，北京家族菌株与患者胸部x线片的病变范围

及有无空洞没有相关性。本研究中发现的全敏感基

因型和全耐药基因型有待于进一步研究验证。

应用基因分型技术作为分子生物标志进行不同

地区感染菌间的亲缘关系比较，是近几年来结核病

流行病学研究的热点。在挪威和瑞士进行的分子流

行病学研究结果发现，成簇菌株的比例仅为16％。

17％H1‘，提示结核病近期传播并不严重。尽管发达
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国家整体发病率较低，但是在一些特定地区或人群

中结核病的近期传播还是相当严重。如在丹麦、纽

约、旧金山和荷兰的研究发现，38％一49％为成簇菌

株，表明在这些地区近期感染远高于原先估计的

10％[1引。而在疫情严重的发展中国家，结核病主要

是由于近期感染所致，成簇病例的比例高达60％以

上。本研究显示，山东地区结核病近期感染估计值

达到60．6％，耐多药菌株的近期感染最小估计值也

达到46．7％，说明结核病疫情较为严重。因此建议，

在有条件的地区逐步建立结核病分子流行病学监测

体系¨引，深入研究结核病流行和传播的特点，揭示耐

药结核病的流行规律，对我国的结核病控制策略有

效实施有重要意义。
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