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·实验室研究·

福建省结核分枝杆菌多位点可变数目串联
重复序列基因分型研究

梁庆福 陈求扬林淑芳林建逄宇赵永魏淑贞 王玉锋郑金风赵雁林

【摘要】 目的 了解福建省结核分枝杆菌的多位点可变数目串联重复序列基因分型

(MLVA)的特征。方法选择15个可变数目串联重复位点(VNTR)，检测福建省30个耐药监测点

临床分离的结核菌株，结果使用BioNumerics(Version 4．5)软件进行聚类分析。结果3 13株结核

菌被分为9个基因群(I—IX)，分别包含220、9、48、2、1、3、10、10、10株菌，以I群为主(70．3％，

220／313)；I群菌株异烟肼、链霉素、乙胺丁醇和耐多药的耐药率与其他基因群的差异无统计学意

义(P>0．05)，但利福平(RFP)耐药率为33．2％(73／220)，明显高于其他群菌株RFP的耐药率20．4％

(19／93)，差异有统计学意义(P<0．05)。结论福建省结核分枝杆菌菌株存在明显的基冈多态

性，以I群菌株为主，并与RFP耐药性具有相关性，应加强此类菌株流行的监测。
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【Abstract】 Objective To preliminarily understand the genotyping characteristics regarding

the variable number tandem repeats(VNTR)of Mycobacterium tuberculosis clinical isolates SO as to

provide evidence for the development of tuberculosis control and prevention programs in Fujian

province．Methods Fifteen VNTR locus sets were used to detect the clinical isolates from the fifth

surveillance project on tuberculosis resistance，in Fujian province．BioNumerics version 4．5 were

used to analyze the cluster from the results generated by genotyping．Results 3 I 3 Mycobacterium

tuberculosis isolates were divided into 9 clusters，including I，Ⅱ，Ⅲ，Ⅳ，V，Ⅵ，Ⅶ，Ⅷand IX，with

the number of 220，9，48，2，l，3，10，10，10 isolates，respectively．Cluster 1 was the major lineage，

accounting for 70．3％(220／3 1 3)of the total．Resistance rates of cluster I isolates to isoniazid，

streptomycin，ethambutol and multi-drug—resistant were not statistically different from other clusters

(P>0．05)．However，resistance rate to rifampicin(RFP)was significantly higher than that of other

isolates of the clusters，33．2％(73／220)VS．20．4％(19／93)(P<0．05)．Conclusion The strains

isolated from Fujian province showed significant polymorphism Oil genotyping．Cluster I seemed to

be the dominant。calling for the close monitoring program on cluster I strains．Results from our initial

studies demonstrated the existence of significant correlation between cluster I strains and drug

resistance to RFP．
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结核分枝杆菌基因分型研究是结核病分子流行

病学监测和控制的基础，可鉴定流行病学相关分离

菌株的型，以确定传染源及发现新流行菌株，是研究

主要流行株的基础：本研究采用多位点可变数目串

联重复序列基因分型(multiple loci VNTR analysis，

MLVA)方法，对福建省313株结核分枝杆菌进行基

因分型，以了解福建地区结核分枝杆菌的基因型种

类和特征。

材料与方法

1．菌株和试剂：选取2008—2011年福建省30个

结核病耐药性监测点分离的结核分枝杆菌313株。

所有菌株的获得均得到患者知情同意。结核分枝杆

菌标准株H37Rv(ATCC27294)由国家结核病参比室

提供。2×PCR-Mix(2倍PCR预混液)，100bp DNA

Ladder，均购自Genestar公司，琼脂糖购自基因公

司，引物由上海生工生物有限公司合成。

2．结核分枝杆菌DNA的制备：将临床分离株常

规接种于L-J培养基，37℃培养2—4周，至有菌落

生长后，取一菌环菌于400 I．tl TE中悬菌，100 cC煮沸

15 min，12 000“min离心10 min，上清液用于基因分

型实验。

3．MLVA检测：

(1)引物设计与合成：据参考文献[1，2]和细菌

基因数据库，初步筛选15个串联重复基因位点(图

1)。引物由上海生工基因技术有限公司合成。

沣：M：分子质昔标准：I：Mtub 04；2：ETRC；3：MIRU 04

(ETRD)；4：MIRU 40；5：MIRU IO：6：MIRU 16：7：Mtub 2l；

8：QUB—Ilb；9：ETRA：10：Mtub 30；1l：MIRU 26；12：MIRU 3l

(ETRE)；13：Mtub 39；14：QUB一26；15：QUB-4156c

图1福建省l株结核分枝杆菌菌株的15个

不同VNTR位点的多态性检测

(2)反应体系和条件：采用20山反应体系，其中

含上、下游引物各0．5 lal(10 p．mol／L)，2×Taq PCR

MasterMix 10 lal，DNA模板2 pI，双蒸水7肚l补充至

反应体积。PCR反应条件：预变性94℃5 min；变

性94℃l min，退火58℃1 min，延伸72 cc 1 min，

35个循环；终延伸72℃10 min；4℃保存。

(3)检测和分析：取3 ul扩增产物，在2％的琼脂

糖凝胶上电泳，电泳电压采用10 V／cm，电泳40 min，

将凝胶放人浓度为O．5 p∥ml的EB染色液中，染色

30 min，自来水脱色5 min，在紫外凝胶成像分析系

统下观察结果，用100 bp DNA Marker来确定相对

分子质量的大小，以标准菌株H37Rv作为对照。采

用Gel．Pro analyzer 4．0软件(Media Cybernetics公

司，美国)对凝胶进行数字化处理，将指纹图谱数字

化，再用BioNumerics(Version 4．5)数据库软件

(Applied Maths，比利时)进行聚类分析，将实验菌株

进行分型处理。

结 果

1．一般情况：313株菌中分离自初治患者244

株，复治患者69株；男性226株，女性87株；患者年

龄15。81岁。

2．VNTR多态性检测：本研究共选取15个

vNTR基因位点对313株结核分枝杆菌菌株进行基

因分型。结果湿示不同菌株的DNA指纹图谱呈现

出明显多态性(图l、2)。

注：M：分子质最标准；H：H37Rv；I—II：临床分离株

图2福建省部分结核分枝杆菌菌株在ETRD位点

多态性检测

3．聚类分析：313株菌经软件聚类分析后被分

为9个(1、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、V、Ⅵ、Ⅶ、Ⅷ、Ⅸ)基因群，分

别包含菌株220、9、48、2、1、3、10、10、10株菌。其中

最大的基因群I群占70．3％(220／313)；在株水平分

类上313株菌被分为283个基因型，其中成簇的菌株

数为54株，最大的6簇包括3株，其他18簇为两株独

立成簇，成簇率为17．2％(54／313)，其余259株为单

菌株独立基因型(图3)。

4．I群菌株特征：在l群菌株中，40．9％(90／

220)耐药，其中33．6％(74／220)耐异烟肼(INH)，

33．2％(73／220)耐利福平(RFP)，25．4％(56／220)耐链
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图3福建省3 13株结核分枝杆菌VNTR基因分型聚类分析

霉素(SM)，17．7％(39／220)耐乙胺丁醇(EMB)，

30．4％(67／220)耐多药(MDR)，1NH、SM、EMB和

MDR的耐药率与其他基因群的差异无统计学意义，

但RFP的耐药率明显高于其他基因群，差异有统计

学意义(P<0．05)，I群菌株与其他基因群相比在性

别方面差异也无统计学意义(表1)。

5．菌株地区分布：福建省不同地区问结核分枝

杆菌VNTR基因型存在差异，但均以I群为主(表

2)。闽南地区菌株基因群为I、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅵ、Ⅶ、

Ⅷ、Ⅸ。闽东地区为T，闽西北地区为I、Ⅷ，闽中地

区为I、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、V、Ⅵ、Ⅶ、Ⅷ、Ⅸ。

讨 论

结核分枝杆菌基因分型方法中以MLVA基因

·1169·

分型是目前应用较多且成熟的

方法n。8】。与其他方法相比较，

MLVA基因分型具有操作简便，

稳定性及重复性好，检测结果数

字化利于相互比较的优点。

本研究313株结核分枝杆菌

菌株来自30个耐药监测点，具有

较好的代表性。所选15个VNTR

位点分析组合也较福建省以往有

关研究所用的12个VNTR位点

分析组合分辨率高旧1，分型结果

更准确、可靠，能更好地对主要

的流行株进行有效的辨析’2'3‘弘。

结果表明所有菌株可被分成9个

主要基因群，大部分菌株属于I

群(220株，70．3％)，说明这些菌

株属于一个亲缘关系很近的克

隆系，可能为福建省的主要流行

菌株，应加强对这类菌株的研究

和监测。分析不同地区间结核

分枝杆菌VNTR基因型特征，发

现存在一定差异，但均以I群

为主。

以往研究表明北京家族菌

株占优势可能与其耐药性有关，

在越南菌株耐药性与北京家族

有联系“⋯。我国最近大样本研

究也表明北京基因型目前仍然

是我国主要流行基因型，且与耐

RFP、氧氟沙星和MDR有关¨“。

通过分析发现，本研究中I群菌株RFP的耐药率明

显高于其他基因群，差异有统计学意义(P<0．05)。

因此，笔者认为I群菌株在福建省的流行可能与其

耐RFP而形成选择性优势株有关。以往研究发现福

建省北京基因型菌株呈较高水平流行¨“，本次研究

未同时进行Spoligotyping方法比较分析，I群菌株
是否为北京家族，尚有待进一步研究。

(感谢国家结核病参比实验室对本研究的大力帮助)
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表1福建省313株结核分枝杆菌I基因群与患者性别

和耐药的相关性分析

表2福建省313株结核分枝杆菌VNTR基因分型

及其地区分布
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