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北京、广东、宁夏三地结核分支杆菌

!"# 指纹的应用研究

李卫民 王苏民 裴秀英 刘忠泉 钟球 钱明 赵冰 端木宏谨

【摘要】 目的 分析“北京家族”结核分支杆菌，从分子流行病学角度探讨北京、广东及宁夏三地

结核分支杆菌的分布特征。方法 采用 $%& ’()*+,% -./软件对来自三地的 012 株结核分支杆菌的插

入序列 342//1 !"# 指纹图谱进行数字化，经互联网与世界结核分支杆菌 !"# 指纹库进行相似性比

较；同时应用该软件对上述菌株行聚类分析；构建标准的结核分支杆菌 4*(&56(78*596（间隔区寡核苷酸

分型法）!"# 指纹方法；用!
0 检验比较不同组别肺结核病人临床分离菌株成簇率的差别，同时计算相

对危险度（!"）。结果 012 株结核分支杆菌的 342//1 !"# 指纹图谱与 !"# 指纹图谱库相比较，未发

现相同者。:2.;<（//= > 012）的结核分支杆菌 342//1 !"# 指纹相似值在/.11 ? 1.2:之间，且它们的

4*(&56(78*596 指纹图谱均与“北京家族”结核分支杆菌相一致；分组统计显示：男性组与女性组、年龄!-0
岁组与 @ -0 岁组成簇率之间差异有显著性（# @ 1.1:），!" 值为男性-.-A，B:< $%：1.B- ? 0;.=2；@ -0 岁

为:.12，B:< $%：/.11 ? A-.A-。其他各组之间差异无显著统计学意义（# C 1.1:）。结论 “北京家族”结

核分支杆菌在三地呈较高水平的流行；结核分支杆菌在男性和 @ -0 岁人群中的传播频率较女性和!
-0 岁人群为高，且男性和 @ -0 岁可能是三地结核病近期传播的危险因素。利用结核分支杆菌的 !"#
指纹图谱和互联网技术，可以实现结核分支杆菌传染源全球范围的追踪。
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结核病是当今全球范围对人类最具威胁 的
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传染性疾病之一。随着分子生物学技术的发展，它

与传统的结核流行病学相结合，形成新的结核分子

流行病学。该学科能为结核病控制规划以及结核的

临床治疗和基础研究提供较为科学的依据，是缓解

目前 结 核 病 严 峻 局 面 的 有 利 工 具。其 中 结 核 的
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!"#指纹技术就是该学科的一个较典型范例［$］。

结核分支杆菌基因组 !"# 上存在重复序列（例如

%&、!’ 等）。这些重复序列与基因组 !"# 的多态性

有关。因此，以这些重复序列（%&($$)、!’）为基础的

!"# 指纹可以在菌株水平对结核分支杆菌进行鉴

定，进而实现了该技术在结核流行病学中的应用。

结核分支杆菌的 !"# 指纹可以分析其群结构特征。

*+, &--./,01, 等［2］构建了来自中国和蒙古的结核分

支杆菌的标准 !"# 指纹，分析发现“北京家族”株

（31/4/,0 5+6/.7）。结核分支杆菌 !"# 指纹的另一用

途为依据其聚类分析得出的簇和成簇率，分析结核

病的传染源和传播途径，筛选易患结核病的人群，计

算影响结核病近期传播的危险因素［$］。本实验分析

了来自北京市、广东省和宁夏回族自治区的 2)( 株

肺结核患者临床分离的结核分支杆菌的标准 !"#
指纹图谱，现将分析结果报告如下。

材料与方法

$ 8菌株：2)( 株结核分支杆菌于 $999 年 : 月至

2))$ 年 ; 月分离自北京市结核病胸部肿瘤研究所、

广东省结核病防治所、宁夏回族自治区结核病防治

所的住院肺结核患者标本。其中北京 :9 株，分别来

自朝阳区 $$ 株、海淀区 < 株、东城区 ; 株、丰台区 (
株、崇文区 : 株、西城区 2 株、远郊县 2) 株；广东省

;= 株，分别来自汕头 $) 株、茂名 9 株、清远 9 株、广

州 ; 株、揭阳 ; 株、江门 ; 株、梅州 ( 株、韶关 : 株、

肇庆 = 株、河源 = 株、东莞 > 株、湛江 > 株；宁夏回族

自治区 ;> 株，分别来自固原县 2> 株、银川市 22 株、

银北地区 $2 株、银南地区 ( 株、其他县市 $) 株。

2 8标准结核分支杆菌 %&($$) 限制性片段长度

多态性（’5?@）!"# 指纹图谱：北京市［>］、广东省、宁

夏回族自治区［=］的结核分支杆菌标准 %&($$) ’5?@
!"# 指纹图谱均按 照 *+, A6BC1, 等［:］和 专 业 网

站［(］上推荐的方法在本实验室完成。

> 8标准的结核分支杆菌 &D-./0-E7D/,0（间隔区寡

核苷酸分型法）!"# 指纹方法的构建：以 !’ 为基础

的 &D-./0-E7D/,0 !"# 指纹方法参照 F-7+. 等［;］推荐

的方法。合成 => 种特异的 !’ 间隔区短核苷酸序

列，并将它们固化于 3/-C7,1 G 膜上。@G’ 扩增结核

分支杆菌基因组 !"# 上的重复元件 !’ 之间的序

列，引物为 !’+：:’HFFIIIIFFFIGIF#
GF#GH>’，!’B：:’HGGF#F#FFFF#GFF###GH>’，且

!’+ :’末端标记有生物素。将 @G’ 产物与固化在

3/-C7,1 G 膜上的短核苷酸序列杂交、显色，结果即

为结核分支杆菌 &D-./0-E7D/,0 的 !"# 指纹图谱。

= 8计算机分析：将每章附有内对照和外对照

（JE$=>2>）的 %&($$) !"# 指纹图谱输入计算机，采

用 F1. K-6D+L = 8$进行处理，%&($$) 限制性片段的移

动与内对照相比较，以确定数字化的位置。将数字

化的 2)( 株结核分支杆菌的 %&($$) !"# 指纹输入

荷兰 指 纹 库［<］，做 相 似 性 比 较。 在 每 章 图 谱 的

%&($$) 限制性片段的移动与内对照相比较的基础

上，令每章膜的外对照指纹谱带完全匹配。分别将

三地以及全部的结核分支杆菌的 %&($$) !"# 指纹

行聚类分析，相似系数为 !/K1 系数，聚类方法采用

平均连锁法［$］。

: 8统计学分析：2)( 例肺结核患者按性别、年龄

（!=2 岁、M =2 岁）、痰涂片和初治或复治分组。采

用 F1. K-6D+L = 8$对每组患者分离的结核分支杆菌

依据其 %&($$) !"# 指纹图谱进行分类（每组排除指

纹图谱条带数低于 ; 个的患者）。相似值从$ 8)) N
)89)定为 $ 簇。!

2 检验比较两组间成簇率的差别，

同时作相对危险度（!"）［$］分析，"M )8):。

结 果

2)( 株结核分支杆菌的 %&($$) !"# 指纹图谱与

位于荷兰的约含( )))株结核分支杆菌的 !"# 指纹

图谱库相比较，未发现相同者。

对 2)( 株三地的临床分离结核分支杆菌菌株的

%&($$) !"# 指纹图谱进行聚类分析（图 $），相似值

$ 8)) N )8(:之间的菌株可以归为三个大群，其中第

一群菌株的 %&($$) 拷贝数为 $，共 $> 株；第二群菌

株拷贝数为$: N 2) 个，共 $$; 株，占总数的:( 8<O
（$$; P 2)(）。&D-./0-E7D/,0 的 !"# 指纹方法鉴定第二

群的结核分支杆菌，结果提示（图 2），该群菌株的

!"# 指纹图谱与“北京家族”株的特征指纹图谱一

致。因此即分析它们为“北京家族”株。该家族菌株

分别在三地结核分支杆菌菌株中所占的比例为：北

京 ;9 8((O（=; P :9）、广 东 2: 8(;O（$9 P ;=）、宁 夏

(; 8$2O（=9 P ;2）。

比较不同人群结核分支杆菌成簇率差别，男性

组与女性组、年龄 M =2 岁组与!=2 岁组之间差异有

显著统计学意义（# M )8):）。其他各组之间差异无

显著统计学意义（# Q )8):）。计算 !" 值男性组为
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! "!#（$%& !"：’ "$! ( )* "+,）；- !) 岁组为% "’,（$%&
!"：. "’’ ( #! "#!）（表 .）。

（横坐标为相似系数，纵坐标为菌株编号）

图! )’, 株临床分离结核分支杆菌菌株的

/0,..’ 123 指纹图谱聚类分析结果

图" 结核分支杆菌以 14 为基础的 0567896:;58<9 123
指纹鉴定结果

讨 论

追踪传染源和查证传播途径是长期困扰传统的

表! 不同组别病例对应的结核分支杆菌成簇率的比较

组 别
成簇病例数
（ = ’"$’）

非成簇
病例数 # 值 $% 值 $%& !"

性别 ’"’!’ ’ "$! ( )* "+,
男 )’ $+
女 ) !#

初治或复治 ’")%,
复治 )% ..!
初治 ) )!

年龄组（岁） ’"’#* . "’’ ( #! "#!
- !) .. +%
!!) ) ,$

痰涂片 ’"#+%
阳性 )+ .)’
阴性 ) )’

结核流行病学的一个问题。本实验利用结核分支杆

菌的 123 指纹图谱和互联网技术，进行了我国结核

分支杆菌 123 指纹图谱与世界的 123 指纹图谱库

的比较，虽未发现相同者，但是通过该途径可以实现

结核分支杆菌传染源在全球范围的追踪。

在结核分支杆菌复合群的每一个菌株基因组

123 上存在多个直接重复区域（>8?@A: ?@5@B:，14），

并且发现数目变化很大，14 间隔区（14 C5BA@?）的

123 核 苷 酸 序 列 不 重 复。 以 14 为 基 础 的

0567896:;58<9 123 指纹鉴定方法就是利用结核分支

杆菌复合群的每一个菌株的 14 间隔区核苷酸序列

的多态性来实现其在株水平上的鉴定。当插入序列

/0,..’ 的数目较少时，0567896:;58<9 123 指纹鉴定方

法可以作为标准结核分支杆菌 /0,..’ 4DEF 123 指

纹方法的补充。同时因 0567896:;58<9 鉴定“北京家

族”结核分支杆菌呈特征的 123 指纹图谱（图 )），所

以其又专门用于快速鉴定“北京家族”株。

.$$% 年 GB< 06678<9@< 等［)］曾对“北京家族”结核

分支杆菌进行了定义，即采用标准的 H@7 A6I5B? 分

析软件分析结核分支杆菌 /0,..’ 4DEF 123 指纹图

谱，18A@ 相似值 = ’",%，同时行 0567896:;58<9 123 指

纹鉴定，具有特征的指纹图谱者（图 )）。近年我国

有关“北京家族”结核分支杆菌的报道较多，王苏民

等［!］采用了聚类分析，但相似值未用 18A@ 相似系

数；裴秀英等［%］的报道未进行统计学分析；张立兴

等［$］尽管采用了标准的 H@7 A6I5B? 分析软件，但未

进行 0567896:;58<9 123 指纹鉴定，本实验依据“北京

家族”株的定义进行分析，因此结果准确性较高。

GB< 06678<9@< 等［)］还报道“北京家族”株在中国（主

要是北京）、蒙古、中国台湾、韩国、前苏联和南非等

国家和地区均有较高水平的流行。本项研究结果发
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现该家族菌株在京、广、宁三地呈较高水平的流行

（占 总 菌 株 的 !" #$%），且 北 京、宁 夏 所 占 比 例

（&’ #""%，"& #()%）较广东（)! #"&%）高。他们同时

依据流行地区普遍接种 *+, 疫苗推测，“北京家族”

株的选择优势可能是由于 *+, 诱导的机体免疫保

护性机制保护了这种基因型，而不能保护其他的“逃

逸变型”的结核分支杆菌基因型。由此很多文献已

将“ 北 京 家 族 ”改 称 为“ 北 京 基 因 型 ”（*-./.01
1-02345-6）。鉴于北京基因型结核分支杆菌在我国

部分省市的流行程度较高，那么如果在今后的工作

中能加大对该基因型菌株的基因组学、蛋白组学、免

疫学和致病特征的研究，对我国的结核病工作可能

会起到事倍功半的作用。

,73.-88-9 等［(:］和 ;-<=04 等［((］依据簇和成簇率

的概念以及成簇即代表近期传播的理论将结核患者

按性别、年龄（!>) 岁、? >) 岁）、痰涂片和初、复治

分组，比较不同组别患者所对应的结核分支杆菌成

簇率的差别，从而分析结核分支杆菌较易于传播的

人群特征。本研究参照上述文献，采用回顾性研究

的方法分析不同组别患者所对应的结核分支杆菌成

簇（( #:: @ :#’:）率的差别及 !"，提示结核分支杆菌

在男性和 ? >) 岁人群中的传播频率较女性和!>)
岁人群为高，且男性和 ? >) 岁可能是造成结核病在

三地近期传播的两个独立危险因素。该结果与国

外［(:A()］的报道基本一致。

总之，结核分支杆菌的 BC"((: DE;F GHI 指纹

技术和以 GD 为基础的 C52<.12345.01 的 GHI 指纹鉴

定方法曾在结核的分子流行病学中发挥了积极的作

用，但鉴于其样本用量大和方法烦琐等缺点，目前正

被一些更高通量的方法所取代［(J］。
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·会讯·

第二届全国中青年流行病学工作者学术会议征稿启事

由中华预防医学会流行病学分会主办、深圳市预防医学会和深圳市疾病预防控制中心承办的“第二届全国中青年流行病

学工作者学术会议（YZ- )0N H=3.20=< C4Q526.7Q 20 P5.N-Q.2<214 S28 ^2701-8 P5.N-Q.2<21.-636）”，将于 )::J 年 (: 月 )) @ )> 日在深圳

特区召开。大会的主题是：“宏观和微观并举”，将分为主题报告，大会和分会交流等形式，就流行病学理论、方法和应用，传染

病和非传染病流行病学，分子和现场流行病学等领域的最新研究进展进行广泛学术交流，并尽力促成粤、港、澳等现场考察活

动的实现。参会人员将授予中华预防医学会“国家级继续医学教育项目”学分。请按《中华流行病学杂志》稿约格式投稿，除全

文外，请附 J:: @ !:: 字中、英文摘要各 ( 份，来稿及软盘请寄：!($:): 深圳市田贝一路 )( 号 深圳市疾病预防控制中心流行病

科 张欣 收，或投寄 PAQ=.< 信箱：69-5.)::J_)(R0# R2Q。截稿日期：)::J 年 $ 月 J( 日。金秋鹏城展翅喜迎八方有识之士，微观宏

观并举共创流行病学辉煌，欢迎投稿。

第二届全国中青年流行病学工作者学术会议组委会
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