
中华流行病学杂志2011年6月第32卷第6期Chin J Epidemiol，June 2011，Vol 32，No 6

MIRU—VNTR和Spoligotyping用于重庆
地区210株儿童结核分枝杆菌临床
分离株的基因分型

刘芮汐李奇志幸琳琳彭哲朱朝敏

【摘要】 目的评价间隔区寡核苷酸分型(Spoligotyping)和基于结核分枝杆菌散在分布数

目可变串联重复序列分析(MIRU—VNTR)方法在重庆地区儿童结核病分子流行病学中的应用。

方法收集重庆地区210株儿童结核分枝杆菌(MTB)I临床分离株，应用上述两种分型方法进行比

较分析。结果采用Spoligotyping分型方法，210株菌可分为2个基因群44种基因型，其中最大

的1个基因群即北京家族(北京基因型)含有130株菌(61 90％)。采用MIRU—VNTR分析发现24

个位点的多态性差异较大，不同MIRU位点组合(12、15和24位点)的分辨率指数依次升高，后两

个组合的差异是由位点ETR—B引起。各位点和各位点组台在北京家族菌株中的分辨率指数均高

于非北京家族菌株。结论重庆地区儿童MTB具有明显的基网多态性，其主要流行型为北京家

族。在结核病原学监测中，可先采用Spoligotyping，再对成簇菌株进行15位点与ETR．B组合二次

分型的联合分型策略，可提高分子流行病学调查效果。
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【Abstract】 Objective To evaluate the application of spacer oligonucleotide typing
(Spoligotypingj and mycobaeterial interspersed repetitive unit—variable·number tandem repeat

(MIRU—VNTR)analysis In the molecular-epidemiological Studv of tuberculosis and to discuss the

characteristics of pediatric Mycobacterium(M)tuberculosis strains in Chongqing Methods
M tuberculosis strains isolated and typed by Spoligotyping and M1RU·VNTR respectively，from the

children patients in Chongqing and to compare the results from both methods．epidemiologically
Results By means of Spoligotyping，210 clinical isolates were divided into 2 gene groups，

displaying 44 genotypes Among them．the biggest group was肛tuberculosis Beijing family．
including 130 strains(61 90％)．using the Spoligotyping From the results ofMIRU-VNTR．24 lOCi

showed different polymorphism and the HGI of dl虢rent loci set(12 old loci．15 basic loci and
24一loci set)increased accordingly．The subtle difierence in HGl was originated from one lOCUS

ETR-B，which was included ln the 24一locus system The diversity of each lOCi and MIRU—VNTR set

for non—Beijing genotype strains was higher than that ofthe Beijing genotype strains Conclusion In

this study．it was preliminarily confirmed the existence ofhigh polymorphism ofM tuberculosis while

the Beijing Family was the main genotype and main prevalent strain in children of Chungqing area

Spoligotyping prior to 15-locus with ETR—B combination seemed more suitable for the massive

epidemiological investigation ofpediatric tuberculosis patients
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结核病是危害人类健康的重大传染病，我国属

于全球22个结核病高负担国家之一。近年研究表

明，我国0—14岁儿童结核感染率在0．72％左右，与

往年比较无明显下降，尤其是西部地区，活动性结核

患病率明显高于中东部地区⋯。目前结核分枝杆菌

(MTB)的分子流行病学研究已广泛应用于结核病

暴发和流行，寻找追踪传染源，鉴别内源性复发和近

期外源性感染及耐药菌株传播和实验室污染等方面

的研究“1。本研究采用数目可变串联重复序列分析

(MIRU．VNTR)和间隔区寡核苷酸分型

(Spoligotyping)方法分别对重庆市儿童医院临床标

本分离培养的210株MTB进行基因分型，以了解该

地区儿童MTB的基因型，并评价两种方法在基因分

型研究中的价值。

材料与方法

一、菌株来源

210株MTB来源于2002--2009年重庆市儿童

医院因结核病住院患儿的临床标本，按全国结核病

细菌学检验标准化规程培养，一80。C的菌株库中保

存。标准菌株H37Rv由国家结核病参比实验室提

供，作为本次试验的对照菌株。

二、分型方法

按天根公司提供的细菌基因组DNA提取试剂

盒的步骤，提取结核菌DNA。

1．Spoligotyping：

(1)PCR扩增：用一对引物扩增整个DR区，上

下游引物均为18个核苷酸t⋯。引物序列为DRa：

5’一GGTTTGGGTCTGACGAC一3’，5’端进行生物

素标记；DRb：5’一CCG AGA GGG GAC GGA

AAC一3’。PCR反应条件：96℃3 min；96℃1 rain，

55℃1 min，72℃30 s，35个循环；延伸10 min。

(2)Biodyne C膜的制备：Biodyne C膜具有43个

van Embden等“1推荐的共价结合寡核苷酸，每一个

寡核苷酸对应DR位点间惟一的间隔区序列。其中

6个间隔区序列源自M．borisBCG的DR区域序列，

其余的全部源自肛tuberculosis H37Rv的DR区域序

列”。。先用新鲜配置的16％EDAC孵育膜10 min_61，

立即将膜置于水中清洗；在miniblotter凹槽中平行

加入150¨l用500 mmol／L NaHCO，(pH 8．4)稀释的

0 125 111寡核苷酸溶液，室温孵育1 min。将膜从

miniblotter中取出，并用100 mmol／L NaOH孵育

10 min。膜用2×SSPE／0．1％SDS于50℃孵育

10 min，再用20 mmol／L EDTA室温孵育15 min，然

后密封于塑料袋中置4℃保存备用。

(3)PCR产物的杂交与检测：用2×SSPE／0．1％

SDS于50℃洗膜5 min，将膜置miniblotter中，方向

与制备杂交膜垂直。20 nlPCR产物加到150山2×
SSPE／0 1％SDS中，100℃加热变性10 min。150 ul

稀释的PCR产物加到凹槽中，55℃杂交60min。取

出膜，用2×SSPE／0 5％SDS于55℃洗膜2次，每次

10 min。然后用辣根过氧化物酶标记的链球菌亲和

素2．5“l加至010ml 2×SSPE／0．5％SDS中，于42℃

孵育膜30 min。洗膜并将杂交的DNA用CDP．star

检测，x线片曝光5 min。

(4)Spoligotyping基因型的定义6⋯：北京家族菌

株具有特征性的Spoligotyping指纹图谱，即43个间

隔区中1—34间隔区的杂交均为阴性，否则为非北

京家族菌株。北京家族菌株中35～43间隔区均为

阳性者为典型北京家族(typical Beijing family)，而

35—43间隔区中出现≥1个阴性杂交者为非典型北

京家族(atypicalBeijingfamily)。此外，所有肛boris

和丝boris BCG菌株定义为缺乏39—43间隔区而含

有33～38间隔区。用BioNumefics软件对杂交模式

进行分析。

2．MIRU—VNTR：

(1)MIRU位点选择：第1组为国际传统应用的

12位点”1，第2、3组分别为Supply等”1推荐的15、24

个VNTR位点，引物参照文献[9 7设计，由上海生工

生物工程技术服务有限公司合成。

(2)PCR：扩增反应在10 u1反应体系中进行，其

中含上下游引物10 pmol／L各0．2 u1，2×Taq PCR

MasterMix 5¨l，DNAo．5“1，三蒸水补充至反应体

积。PCR反应条件：预变性94℃10 min，变性94℃

10min，退火62℃1 min，延伸72 oC 1 rain，30个循

环，之后延伸72℃10min。

(3)结果检测：取5 u1扩增产物，在2％琼脂糖

凝胶上电泳，电泳电压5～10V／cm，将凝胶放人浓

度为0．5 ltg,／ml的EB染色液中，染色30 min，脱色

5 min。之后，在紫外凝胶成像分析系统下观察结

果，用100 bpDNAMarker确定分子量，以国际参考

菌株H37Rv作为对照。

(4)数据分析：计算各位点重复序列的拷贝数。

将每株菌不同VNTR位点凝胶图像及其菌株背景资

料输入计算机，采用BioNumerics(Version 5．0)软件

建立数据库，将所检测菌株呈现的PCR扩增指纹与

H37Rv比较，以H37Rv每个位点重复序列作参照，

计算出不同结核菌各个VNTR位点的分子量和重复
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次数。计算各位点及不同MIRU位点组合的分辨率

指数(HGI)”⋯。采用BioNumerieS(Version 5．0)软件

计算不同VNTR位点的HGI，并对不同VNTR位点组

合进行聚类分析，观察各分型方法的类型数和独特类

型数(经聚类分析后未成簇的菌株)。计算菌株成簇

率(实验结果完全相同的菌株定义为一簇)”“。各方

法结果的关联性分析采用PearsonYlJ联系数(r)表示。

结 果

1．Spoligotyping分型：利用Spoligotyping对210

株MTB进行基因分型，表明重庆地区儿童菌株呈

现明显基因多态性(图1)，可分为2个基因群(北京

家族和非北京家族)，44种基因型，30株为独特类

型。另180株分为14簇，其中最大一群北京家族包

含130株(61．90％)，典型北京家族占97．69％，非典

型北京家族占2，31％。非北京家族菌株表现为高度

的基因多态性，可分为42个基因型，30株为独特的

基因型。其中检测发现有3株菌株为肛bov／s BCG

的Spoligotypirtg分型结果，2株为M．boris的

Spoligotyping分型结果。阴性对照无杂交点产生。

Spoligotyping分型对210株结核菌的HGI为0．6271，

成簇率为79．05％。

2．MIRU．VNTR分型：

(1)检测结果的重复性：每次实验设立的对照菌

株H37Rv在同一MIRU位点的扩增片段大小相同。

从检测标本随机挑选20株菌，每株不同MIRU位点

重复检测3次，每次扩增片段大小完全一致。表明

MIRU位点具有良好的重复性。

(2)位点多态性及其分辨率：不同位点在不同菌

株间存在明显的多态性(图2、3)。计算24个MIRU

位点的等位基因多态性，发现QUBllb位点多态性最

高(HGI=0 7921)，Mtub21、Mtub04、Mtub39、QUB26

位点的多态性较高(HGI>0．6)，大多数位点呈中等

程度的多态性(0．3<HGI<0 6)，而MIRu02、

MIRU20、MIRU24、Mtub34的多态性较差(HGI<

0．I)，尤其是MIRU02位点的多态性最差(HGI=0)。

全部菌株、北京家族菌株、非北京家族菌株HGI达到

0．5以上的MIRU位点分别为11、15和6个(表1)。

(3)位点组合的分辨率分析：传统12位点组合

及Supply等”推荐的15和24位点组合(分别为第1、

2、3组)。第1～3组的总体HGI依次升高，分别为

0．9865、o．9981和o．9989；成簇率明显降低，分别为

35．24％、16．67％和12．38％；在北京家族菌株中，上述

组合的HGI依次为O．9803、O．9959和O．9967；非北京

家族菌株中分别为O．9921、O．9987和O．9991。其中

VNTRl5和24位点的分辨能力接近，而该差异是由

位点ETR-B所致，因此VNTRl5位点与ETK-B共同

分型即可达到VNTR24位点的分型能力(表2)。

3．两种分型方法结合分析：用Spoligotyping分

别和12、15、24位点MIRU两种基因分型方法对210

株MTB分析，得到的基因型分别为152、183和189

种，其中独特基因型分别为130、162和172种，HGl

分别为0．9902、O．9985和0．9989；成簇数目分别为

80、48和38株，成簇率分别为27．62％、12．86％和

10．00％。其中130株北京家族菌株分别用12、15和

24位点MIRU分型方法可分为77、102和111种基因

注：1—43：Spoligotyping探隼l"；H37Rv,NBCG：阳性对照：空白：阴性对照；CQOOl～CQ023：本研究的临床分离株

图1重庆地区部分MTB的Spoligotyping基lN分型
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注：M：100bpDNAMarker；1：H37Rv；2～14：临床分离株

图2 MIRU26位点的多态性检测结果

图3 Mtub21位点的多态性检测结果

型(表2)。经关联性分析，Spoligotyping分型方法分

别与12、15和24位点MIRU结果的Pearson列联系

数r值分别为0．8554、O．2244和0．1940。

讨 论

1．Spoligotyping：210株菌Spoligotyping分型结

果显示，可分为北京基因型和非北京基因型2个基

因群，分别为130株和80株(61．90％和38．10％)，44

种基因型中30株为独特类型，另180株分为14簇。

210株菌中，85．71％的菌株成簇，成簇性较高，且大

部分成簇于北京家族。北京家族菌株中，97 69％

(127／130)为典型北京家族；2．31％(3／130)为非典型

北京家族。非北京家族菌表现为明显的基因多态

性，可分为42种基因型，30株为独特基因型。由此

说明重庆地区儿童MTB具有明显的基因多态性，其

主要流行型为北京家族(61．90％)，但远低于其他地

区成年人(西藏地区为90．28％”21)，因此儿童结核病

更能反映近期感染的情况。非北京家族占38．10％，

Spoligotyping指纹图谱结果显示出更复杂的基因多

态性，具有重要的流行病学意义。

由于所有的儿bov／s和胍bov／s BCG菌株都缺乏

39～43间隔区而含有33～38间隔区的特征，本研究

也证实了利用Spoligotyping技术可从结核菌复合群

中分辨出胍bov／s和M bov／sBCG。210株菌中有3

株呈现出胍bov／s BCG Spoligotyping基因型，2株
胞bov／s Spoligotyping基因型，结果表明

Spoligotyping分析方法对儿童MTB的基因分型较

成年人具有更重要意义。

2．MIRU．VNTR：本研究分析了24个MIRU位

点的基因多态性，不同位点之间的多态性差异很大，

HGI变化范围为0—0．7921，其中QUBllb的多态性

最高。不同MIRU位点组合在210株儿童结核菌株

中的分辨力各异。国际通用的12位点组合的分辨

力最低(HGI=0．9865)，成簇率达35．24％。由此可

表l 24个位点及其HGI

12 15 HGl

序号基因组位置 位点 警 警 拷贝数1羲F—j函荔荔I_—云iij荔磊
1 H37Rv一2163一bOUBllb ※l～9 0 792l 0 7299 0 8215

2 H37Rv一1955 Mtub21 ※1～8 0 7710 0 6797 0 7177

3 H37Rv一0424 Mtub04 ※1～7 0 6925 0 6640 0 7187

4 H37Rv一3690 Mtub39 ※2—6 0 6814 0 5412 0 7560

5 H37Rv一4052 OUB26 ※2—1l 0 6795 0 5475 0 8184

6 H37Rv一2996 MIRU26 ※ ※1～10 0 5962 0 3139 0 6509

7 H37Rv一0960 MIRUl0 ※ ※1～7 0 5784 0 3599 0 7111

8 H37Rv一0802 MIRU40 ※ ※1—6 0 5640 0 3399 0 7358

9 H37Rv一0577 ETR—C ※1—7 0 5438 0 4665 0 6487

10 H37Rv一2461 ETR—B l一7 0 5290 0 3556 0 6389

11 H37Rv一0580 ETR—DfMIRU41 ※ ※1～5 0 5257 0 4036 0 6643

12 H37Rv一4156 QUB4156c ※2～7 0 4980 0 4693 0 5117

13 H37Rv一1644 MmUl6 ※ ※l～4 04910 0 4335 0 5826

14 H37Rv一2165 ETR—A ※l一3．5—7 04684 0 2382 0 5487

15 H37Rv一3192 MIRU3I(ETR—E1 ※ ※2—7 0 3921 0 3515 0 5165

16 H37Rv—4348 MIRU39 ※ 2—4 0 3600 0 2280 0 5200

17 H37Rv一3007 M1RU27(QUB一51 ※ 2～4 0 2202 0 0304 0 4396

18 H37Rv一2401 Mtub30 ※l～5 0 220l 01045 0 2924

19 H37Rv一2531 MIRU23 ※ 1．4—7 01365 0 0607 0 2506

20 H37Rv一2347 Mrob29 l一6 01287 0 0755 0 2130

21 H37Rv一2059 MTRU20 ※ l～4 0 083l 0 0457 0 1421

22 H37Rv一3171 Mtub34 2～4 0 0828 0 0454 0 142l

23 H37Rv一2687 MmU24 ※ 1～2 0 0189 0 0 0494

24 H37Rv一2687 MIRL您 ※ 2 0 O 0

注：※表示不同位点组合中所用的位点

见，以12位点组合作为标准的

传统分型方法在菌株分型中使

用受到一定的限制。这与

Christianson等“”对加拿大650

株菌12位点的研究结果一

致。MIRUl5位点和24位点组

合则明显提高了分辨力(HGl

分别为0．9982和o．9986)，则成

簇率较12位点显著降低(分别

为17．62％和12．38％)，后两种

组合差异不大的原因是由于补

充的9个位点除ETR-B具有中

等水平的分辨指数(0．5290)

外，其余8个位点的分辨指数

都很低。所以其差异仅由1个

位点ETR．B所致，补充位点中

的其中8个位点并不能对北京

基因型菌株进一步分型。因此
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表2不同位点组合在210株MTB中的HGI

菌株类型

210R菌

分型方法 类型数独特类型数成簇菌株数成簇率(％)HGI

130株北京家族

80株非北京家族

Spoligntyping 44 30 180 79 05 0 6271

12位点 136 104 106 35 24 O 9865

Spoligotyping+12位点152 130 80 27 62 O 9902

15位点 175 146 64 16 67 0 9981

15位点+ETR—B 183 163 47 16 67 0 9981

24位点 183 163 47 12 38 0 9986

Spoligotyping+24位点189 172 38 10 00 O 9989

Spoligotypmg 2 0 130 98 46 0 0454

12位点 77 60 70 40 77 0 9803

15位点 96 71 59 2115 0 9959

15位点+ETR—B 107 89 41 17 69 0 9967

24位点 107 89 41 17 69 O 9967

Spoligotyping 42 30 50 47 50 0 9430

12位点 60 “ 36 25 00 0 9921

15位点 76 72 8 5 00 0 9987

15位点+ETR-B 77 74 6 3 75 0 9991

选择基础VNTRl5位点加ETR-B组合可有效地对以

北京菌株为流行株的地区进行基因分型，也大大地

减少了工作量。由此可见，MIRU的分型能力虽然

取决于位点的数量，更取决于每个位点分型的能力。

3．两种分型方法的比较：经两种方法的关联性

分析，Spoligotyping方法与12、15和24位点MIRU

结果的r值分别为O．8554、0．2244和0．1940。表明

Spoligotyping和M1RU两种方法结果存在关联性，

而Spoligotyping与12位点MIRU分析结果之间存在

较强的一致性，与15、24位点MIRU分析结果的关联

性极弱。这可能是由于Spoligotyping与15位点

MIRU分析方法所用的分子标志物有较大差异。以

分辨率比较，本研究210株儿童MTB分别按

Spoligotyping及12、15和24个MIRU位点分析，HGl

分别为0．6271、O．9865、o 9981和o．9986。由此可见，

无论何种组合的MIRU分型方法其分辨力都明显优

于Spoligotyping方法。尽管Spoligotyping在分辨力

方面不及MIRU，但儿童结核病具有自身的特点，如

卡介苗病，因此Spoligotyping在儿童菌株分型中的

应用价值是MIRU分型方法所不及。

此外，不同位点在不同菌株中的HGI也有不同，

对北京家族和非北京家族HGI>0．5的位点分别为5

个和16个，差异较大，这也说明北京家族具有高度

的同源性。由于我国大部分地区都以北京家族为优

势菌株，Mtub04、Mtub39、QUBllb、Mtub21和

QUB26这5个位点对于菌株的基因分型更有价值。

我国是MTB北京基因型主要流行地区”⋯。本

研究结果表明，重庆地区儿童MTB分离株约有

61．9％的流行菌株属于北京基因型，因此我国流行的

儿童结核菌株具有较高的同源性，使用单一的基因

分型方法无法准确地区分其类型和处于不同进化阶

段的菌株。综合以上分型方法，

在大规模的儿童结核病分子流

行病学研究中，可先采用

Spoligotypktg，再对成簇菌株进

行15位点MIRU加上ETR．B组

合的二次分型的联合分型策略，

将大大提高流行病学调查和病

原学监测效果。
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