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50株麻风菌基因分型的初步研究

翁小满 温艳 田秀君 王红斌 谈效俊 李桓英

·实验研究·

【摘要】 目的 了解中国麻风菌基因分型图谱，以选择合适麻风病流行病学研究的基因位点。

方法 从云南省文山州的37例、其他省市的13例麻风患者的皮损活检中，提取麻风菌DNA。以麻

风菌基因组内的可变数目的串联重复序列(VNTR)为基因分型的基础，对11个位点进行聚合酶链反

应，确定其重复序列的拷贝数。结果 中国麻风菌株在GGT5、12—5、2l一3、23—3位点的同一性高达

100％；12—5位点仅表现为3个拷贝；AC8、18—8、27—5、r加T的同一性分别达97％、94％、97％、85％；

GTA9、6—7、AC9位点有非常明显的多样性，但GTA9的多样性与其他国家不同。结论 中国麻风菌

株多数位点的基因型与印度、菲律宾的菌株一致，提示中国麻风菌株与印度和菲律宾的菌株相近；

12—5位点可作为区别中国与周边国家麻风菌株基因分型的标记物；VNTR基因分型方法可应用于麻

风病传播链和分布的流行病学研究。

【关键词】麻风菌；基因分型

PreHminary study on the genotyping of M垆曲口咖i聊l j印mF仰50 isolat鸭fr咖Chi豫W点NG痢∞一
优n挖。，WEN Y口行，TLzW Xi“0“超，W：A NG Ho孵6i行，了Ⅻ．Xi口00“咒，LJ．Hk口，z一少7zg．+嘲i理g Tropic口Z
M已dici卵P R已s8口，．c^j前s￡if“招，B嘶i超g F≯iP咒d如ip‰户if口Z，B已巧i，zg 100050，China
【Abstract】 objective To understand the genotypic mapping of M3仞6口c￡已r施m z印mP identified in

China and to compare with those from other countries to select suitable alleles for epidemiological

investigation in the transmission chain of leprosy．Methods Various number of tandem r印eat(VNTR)in

genomic DNAof M)∞6nc抛r池优Z印mP was used in the present genotyping study．33 skin biopsieS from

Wenshan prefecture，Yunnan province and 17 from other parts of China were studied．DNA extracted from

skin biopsies of l印rosy patients was subjected to PCR followed by agarose gel analySis and DNA sequencing
to determine the number of repeats．Results Loci GGT一5，12—5，21—3 and 23—3 were as highly homogenous

aS 100％；The homogeneity 0f 10ci AC8，18—8，27—5 and r加T were 97％，94％，97％and 85％

respectively．Loci GTA一9，A(>9 and 6—7 showed significant a11elic diversity in isolateS and the diverSity of

GTA-9 in M邶如f把r施m ZP声me iS01ated from China was alSo different from thoSe identified other
countrieS．We had subjected 10ci GTA一9 and the ten loci to phylogenetic tree analySis respectively．

Conclusi蚰 The present study revealed that the genotype of M邶6祝c抬一“，咒￡8声r口P identified from China
was close to the strains from the PhilippineS and India although a few loci were somehow differentiate．

Locus 12—5 manifested as only 3 copies in China whereas 4—5 copies predominating in other∞untries． 12—5

locus might serve as a useful marker to diffrentiate ChineSe strains from thoSe in other countries．However，

further study on the diversity of GTA一9 waS needed in China．The molecular typing 0f M如D6口c抛r施优

如prnP from different geographic areas might be useful in studying the transmission of leprosy．

【Key words】M扣06口c抬r池m z印mP；Genotyping

麻风菌基因组DNA测序的成功和基因组学的

研究，为麻风菌基因分型和流行病学的研究开辟了

广阔的前景‘1|。以麻风菌基因组内数目可变的串联

重复序列(VNTR)为基础的基因分型是研究麻风菌
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的传播链、追踪传染源的有用方法‘2|。本研究对我

国的麻风菌株11个VNTR位点进行分型，以初步

了解中国麻风菌株的基因型特征，为选择适合的基

因位点进行流行病学研究服务。

材料与方法

1．研究对象与标本：采集云南省文山州37例麻

风病患者和北京热带医学研究所诊治的13例其他

省市麻风病患者的皮损活检标本，放置于70％乙醇
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固定备用。

2．麻风菌DNA提取与VNTR—PCR：采用

QIAamp DNA试剂盒(QIAGEN，Hilden Germany)，

从70％乙醇固定的组织中提取DNA。根据Kimura

等研究方法设计11个VNTRs位点的PCR引物，其

中有6个VNTR位点的碱基数>6(表1)。PCR反

应条件：94℃7 min，94℃1 min，60℃2 min，72℃

4 min，40个循环；72℃7 min。

表1 重复序列碱基数大于6的6个VNTRs位点重复序列

位点 重复序列

6—7

12—5

18_8

21．3

23．3

27．5

(GCACCT)7

(GAGGTTGTTGAG)5

(GGCcCGCCTGGCCAGTAC)8

(CAAGCCAGGAATCAAGTTGAT)3

(ATAATACTGTAGTGAACGACATC)3

(CCGGTGGTGcCGCCTGGTGGGTTTCcC)5

3．结果判定：5个以上碱基重复序列的小卫星

片段，采用2．5％琼脂糖电泳，与已知重复序列数的

DNA标准条带对照比较，初步判断结果。有差异的

标本，进行测序；5个以下碱基重复序列的微卫星片

段PCR产物直接测序；对重复序列数多(>20拷贝

数)的片段，采用正向或／和反向测序，以确定准确的

重复拷贝数。测序由上海博亚生物技术公司完成。

4．系统发育树分析：采用逐级变异模型分析对

GTA9位点分析；采用Jaccard距离和最小进化法构

建10个VNTR位点数据的分类树。

结 果

1．11个基因位点分型结果：中国菌株GGT5、

12—5、21—3和23．3这4个位点，分别发现仅有一个基

因型，重复序列的拷贝数分别为4、3、2和2个拷贝，

同一性达100％。AC8和27—5这2个位点，虽具有

两个基因型，但主要基因型分别为8和5拷贝，同一

性达97％，即其中分别仅有1株菌株在这2个位点

上，分别为7和6个拷贝。94％的菌株在18—8位点
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上，表现为7个拷贝，仅有2个菌株为6和8个拷

贝。85％菌株的r加T基因的重复序列为3个拷贝

(表2)。

2．32株麻风菌的基因进化分析：麻风菌10个

VNTR位点构建的分类树见图1，来自云南省文山

州的菌株，多数为一大支，相似性很高；其他地区的

菌株与文山州的部分标本有相似性。虽然中国的麻

风菌株的VNTR多数位点一致性很高，但是GTA9

位点的多样性却非常明显，因此，以GTA9的拷贝

数22为界限，进行了逐级变异模型分析，32株麻风

菌可分为2型。图上部的菌株，GTA9的拷贝数在

22以下，基因型的等同性较高。图下部的菌株，

GTA9的拷贝数在22以上，少数菌株的基因型的差

异很大。r加T基因(箭头)4个拷贝的菌株，多分布

在GTA9重复序列22～45拷贝组(图2)。

讨 论

麻风菌基因组含有丰富的简单重复序列，约占

基因组的2％，以串联重复序列为多。重复序列的

变化可能与麻风菌分裂过程中，DNA链打滑致使重

复序列的拷贝数变化b1；或DNA复制时，在重复序

列部位发生暂停，致使合成的链脱离，恢复后又以脱

离链为模板继续复制，因DNA修复，使重复序列部

位的重复数增加，这可能是随机的，也可能与进化

有关H1。这些串联重复序列分布在基因内区域和非

基因内区域，目前不清楚它们与基因功能的关系。

VNTR已广泛应用于多种微生物分子分型，方法简

便，重复性好。本文应用VNTR麻风菌分型研究揭

示，在我国的50份标本中，多数基因位点很稳定，即

重复序列数，或拷贝数无变化或变化很小。但少数

基因位点，如CA9、6—7，尤其是GTA9，具有明显的

多态性。然而，麻风菌接种裸鼠和犰狳的传代研究

却显示GTA9位点的稳定性较好H o，因此有必要对

我国不同年代、不同地区的菌株，深入研究GTA9

表2 中国50株麻风菌11个位点的主要等位基因型、频率及等位基因数
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WenShan 11

一QiuBei4

GuiZhOu 22

一XiZang 25

0iuBeil

一YanShanl8

一QiuBei 5

JiangXi 27

注：wenshan、Yanshan、QiuBei、GuangNan属云南省文山州，余

为我国其他省市

图1 32株麻风菌的基因进化分析

一表示砷oT位点为4个拷贝的菌株

图2 中国32株麻风菌株GTA9位点的系统发育树分析

位点的变化规律。对GTA9位点的系统发育树分

析显示，我国的麻风菌株可分为两个基因型。有研

究认为，不宜选择变异频率大的位点作系统发育树

分析，因此我们采用ME方法进行系统发育树分析。

以前的研究显示，印度和菲律宾来源的麻风菌

株与标准株(TN)的基因型匹配一致，而其余的可分

2支，印度、菲律宾、泰国、圭亚那为一支；北美、巴西

和埃塞俄比亚为另一支。以VNTR为基础的基因

分型法对包括我国在内不同国家来源的麻风菌进行

系统发育树分析提示，菲律宾、中国的麻风菌株多数

位点与亚洲菌株基因型一致，哥伦比亚与美洲一致。

中国麻风菌株与印度、菲律宾菌株比较，除12—5和

GTA9的主要等位基因型有明显差异外，其他位点

仅在于等位基因数的表现差异。以，一加T基因重复

序列(GAC ATC)为例，日本、韩国的麻风菌株以4

个拷贝为主，印度、泰国以3个拷贝为主，而我国

85％的菌株，．加T基因为3个拷贝¨’“，进一步支持

我国的麻风菌基因型与东南亚麻风菌株相似的论

点。以上研究证实不同地区麻风菌的基因型确实存

在着差异，为麻风菌地理分布、历史变迁和传播链的

研究提供了依据。

我国版图辽阔，人口流动性大，需要进一步对我

国各地区的菌株进行分型，以寻找能鉴别我国与其

他国家及我国不同地区之间的麻风菌基因型差异

的、可追踪传播链的位点。本研究发现，文山地区的

AC9位点为8和9拷贝，其他省市拷贝数为5，7和

8，即未在其他省市中发现有AC9为9个拷贝的菌

株(本文未发表数据)。此外，中国麻风菌株12—5位

点的重复序列均为3个拷贝，而来自印度、菲律宾、

泰国，美国、哥伦比亚(南美)、埃塞俄比亚、马拉维

(非洲)的44个菌株，除1株菌株为3个拷贝外，其

他均为4或5个拷贝。中国GTA9具有明显的多态

性，与其他国家截然不同。12—5和GTA9能否成为

我国与其他国家菌株相区别的标记物，也需进一步

证实。

结核菌基因分型可应用于鉴别复发和再感

染"o。本研究将GTA9、AC9等位点作为标记物，对

同一患者的初诊和疗后复发的配对标本，进行耐药

检测和分型。不仅可观察GTA9位点的稳定性和

多态性，而且可为鉴定复发和再感染以及体内持久

菌再度繁殖时是否发生变异提供依据。基因分型的

最终目的是研究病原体的传播，选择合适的位点作

为菌株分型的标记物，是基因分型应用于流行病学

研究的关键。在我国具有多样性的GTA9，、AC9和

6—7位点，是否可作为流行病学研究中菌株分型的标

记物，有待进一步评价。国外一些麻风病流行国家，

已将基因分型作为流行病学研究工具，在高流行乡

村(疫村)对麻风病患者体内的、接触者携带的、以及

存在于土壤、水等环境中的麻风菌进行基因分型，追

踪麻风菌传播的研究旧J0|。我国云南、贵州、四川三

省麻风病流行区的发病率仍处于较高水平，云南省

南部与越南、老挝，西部与缅甸、泰国等相邻，有必要

将我国云南省的麻风菌基因型与邻国、特别是少菌

型在新病例中占大多数的印度比较外，还有必要对

流行疫村的患者、家内接触者和环境中存在的麻风
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菌进行分型，追踪当地麻风菌的传播，制定干预措

施，以利于阻止麻风菌在高危险人群中的传播。
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·疾病控制·

北京市某小学一起疑似胃肠型感冒偶合疫苗接种反应的调查

刘方 孙灵利 陈天京

北京市朝阳区某小学一年级全体学生2005年11月接

种麻疹或麻风腮三联疫苗后，出现腹痛、呕吐、腹泻等症状，

怀疑是疫苗接种后的异常反应，为此朝阳区疾病预防控制中

心进行了现场调查处理。一年级共有39名学生，其中男生

16名，女生23名。按照北京市免疫程序接种麻疹或麻风腮

三联疫苗。接种疫苗共21人，其中接种A厂家麻风腮疫苗

12人，接种B厂家麻风腮疫苗3人，接种B厂家麻疹疫苗6

人。采用现场流行病学的调查方法，分析接种疫苗与出现症

状之间的关系；统计分析使用SPsS 11．0软件。

结果与分析：该学校11月16日接种麻疹或麻风腮三联

疫苗后，当天即有3例出现腹痛、呕吐等症状，第2天有6例

出现类似症状，18日又有5例发病。总计发病14例，男女生

各7例。病例主要表现为腹痛、恶心呕吐、腹泻等消化道症

状，个别有发热、头晕头痛症状。全部发病者中，腹痛11例

(占78．57％)；呕吐7例(占46．67％)；另外有头痛者3例，腹

泻2例，恶心2例，头晕1例，发热1例。通过初步调查认为

此起疫情与接种疫苗关系不大，这是因为：分别观察不同厂

家的3种疫苗与出现腹痛呕吐等症状的关系，将是否接种疫

作者单位：100021北京市朝阳区疾病预防控制中心传染病地方

病控制所

苗作为暴露，出现腹痛呕吐等症状者作为病例，发现接种两

个厂家的3种疫苗与出现腹痛呕吐等症状均无统计学关联

(P>0．05，且0R值的95％a的下限<1)；其次，发生此起

疫情的班级中没有接种疫苗的学生也出现类似症状；而同期

本区其他学校接种该疫苗均未发生类似现象。此次疫情表

现为接种后短期内出现大量病例，临床主要表现为腹痛、呕

吐、腹泻等消化道症状，但发病学生没有共同饮食史，均在家

中就餐，所以推测引发此起疫情的原因可能有二：一是疫苗

接种后的群发性臆症反应，二是传染性疾病偶合疫苗反应。

因此，采取了派专人监控学生发病进展，发现新发病例立即

回家休息；对症治疗等措施；疫情迅速得到控制，发病学生经

过治疗症状明显好转。分析调查结果，此次疫情发生在11

月，为冬季呼吸道传染病高发期；发病主要集中在16—18日

3天，此后再无新发病例，考虑可能与19—20日2天为周末

学生放假，减少了相互传播的机会，使疫情迅速得到控制；另

外，1名调查人员在调查后的第2天也出现腹胀呕吐等症状，

表明此起疫情具备一定的传染性；临床表现又主要以腹痛、

呕吐、腹泻等消化道症状为主，因此可认定此次疫情为一起

偶合于疫苗接种后发生的疑似胃肠型感冒暴发。

(收稿日期：2005—12—15)

(本文编辑：尹廉)
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