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结核分支杆菌株水平鉴定技术及其研究进展

刘敬华万康林成诗明
足s2

结核分支杆菌菌株分型对结核病流行病学调查和监测、

传染源的发现、传播途径的阻断以及发病机制的研究都极为

重要。结核分支杆菌的分型方法，主要分为非核酸法和核酸

法。非核酸分型方法即传统分型方法，多是在细菌表型特征

的基础上认识细菌的，包括生化分型法、血清分型法和噬菌

体分型法。但由于结核分支杆菌分离株具有高度同源性，通

过常规的生化试验和血清学方法是无法鉴别的，所以，对于

结核分支杆菌，唯一可用的传统的菌株鉴定方法只有噬菌体

分型法。随着分子生物学理论和技术的飞速发展，】980年蹦

后，逐步建立了一些根据核酸序列进行菌株鉴定的高度特异

的基因分型方法，即核酸法。主要包括：限制性片段长度多

态性(RFLP)、DNA指纹图谱分析、脉冲场凝胶电泳(PFGE)、

聚合酶链反应(P[、R)酶切分型、随机扩增多态性(RAPD)

I】NA、DNA序列分析以及基因芯片技术等等。随着上述方

法的应用，使结核分支杆菌的菌株分型进入了一个全新的领

域，也进而使结核病流行病学的研究取得了很大的进展，现

将对上述各分型方法综述如下。

一、传统分型方法——噬菌体分型法

噬茵体具有高度的宿主特异性和一定的宿主范围，不同

型另怕々结核杆菌对不同噬菌体的敏感性不同，以此为依据将

结核杆菌的不同型别区分开来。这种方法已用于结核病爆

发性流行的调查等方面，较好地了解了结核病的传播⋯。但

是，在实际分离过程中，大多数分离株只能分离出几个主要

的类型，很难反映菌株的遗传学关系，特异性也不够理想。

此外，噬菌体分型法对技术要求高，操作复杂，准确性要受培

养条件的限制，国际上只有几个实验室能大规模地进行这种

分析，这使得对结核病爆发和在较大范围进行特异菌株的追

踪等流行病学研究难以进行。

二、基因分型方法

1以RFLP为基础的分型方法：

(1)RHt分析：它是一种最早使用的基因分型方法，该

方法是针对结核分支杆菌基因组DNA上的特征片段，如插

入序列IS6110、捣1081，多态性富含Gc重复序列(PG如)，寡

聚脱氧核苷酸(GTG)，等，利用限制性内切酶酶切特征性片

段上的某一位点，电泳分离，而形成结核分支杆菌DNA指纹

图谱””。该方法的优点是操作简单，不用特定的探针进行
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杂交，而且具有分辨能力高、图谱相对稳定的特点。但是，分

离株染色体DNA经RFLP分析后，在琼脂糖凝胶上产生数

百个条带难以区分，有的条带未显出或相互重叠，只有凝胶

顶部的少数大片段能够进行比较，在实际工作中识别起柬非

常困难，几乎无法鉴别菌株类型。

(2)DNA指纹图谱方法：DNA指纹图谱分型方法由

Rn』P方法衍生而来，是将经过提纯的结核杆菌染色体DNA

用限制性内切酶消化后，在琼脂糖凝胶中电泳分离，再将限

制性片段转移到尼龙膜或纤维素膜上，与带标记的已知

DNA探针杂交，然后检测与探针同源的限制性片段的数目

和大小的变化，以区别菌株。每个菌株所呈现的特征性带型

即指纹图谱型。在这种分型方法巾所选择的用于菌株分型

的遗传标志必须具有菌株内稳定性和菌种内多拌性的特点，

目前结核分支杆菌DNA指纹图谱分析方法普遍采用插入序

列或其他重复序列作为分型的标志，包括：Is6110、Isl08l、短

的重复序列(DR)和PGRs等，其中应用最广泛的为IS6110。

①Is6110 I)№指纹图谱的标准方法：IS6110含有
1 355 bp的核苷酸和28 bp的反向末端重复序列，属于插入序

列IS3家族的一个成员。它只存在于结核杆菌复合群中，而

且在结核分支杆菌不同亲本的菌株中Is61lO的拷贝数和染

色俸位置是高度变异的，在菌株传播期间并能保持稳定，特

别适于结核分支杆菌株水平的鉴定口“。Embd眦等”1在

1993年推荐了标准的结核分支杆菌RFLP分析方法，这种方

法已在国际上得到广泛的认同与应用，使全球范围内结核分

支杆菌株水平鉴定的比较成为可能。IS6110指纹图谱的标

准方法在结核杆菌的分型方面得到了广泛的应用，具有很强

的鉴别菌株的能力。但是这种方法仍然存在着～些不足之

处。一是IS6110拷贝数少或无ls6110的菌株难咀进行结核

分支杆菌株水平的鉴定；二是实验中需进行southem杂交，

较为繁琐；三是杂交带识读困难；四是实验中需大量的结核

分支杆菌DNA，要对采集临床标本做细菌培养，实验时间较

长。

②其他重复序列：针对rS6110标准方法存在的问题，人

们在此基础上叉逐步研制开发出～些新的插入序列或重复

序列替代IS6110作为分型的标志，对标准检测技术起到了

很好的补充作用“J。如牛型结核分支杆菌甩}：述方法不能

区分，就换用了一种新的插入序列Isl08I；另外，还建立起以

DR序列和PGRs为遗传标志的分型方法，用于在IS6110拷

贝数较少的情况下结核分支杆菌的分型。

2．珊GE分型t这种方法是用低熔点琼脂糖包埋细蘸，
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经sDs和蛋白酶K裂解和消化后，再利用酶切位点较少的

限制性内切酶消化，经脉冲场凝胶电泳，EB染色，可在一块

凝胶上显示全染色体I州A的酶切片段。

用PFGE方法进行分型，只产生少量大的染色体限制性

片段，带型小太复杂，易于识别，而且还不需要特异性探针，

避免r放射性污染”。据报道，其辨别能力与IS6110标准

方法无明显差异，主要用于IS61lO拷贝数较少的情况下结

核分支杆菌的分型，并已在结核爆发调查的传染源追踪及传

播途径的确定方而起到了重要的作用o]。忙{是，这种方法难

于检测小的遗传变化，而且需要特殊的仪器，这些弱点限制

了它在结核杆菌菌株鉴定方面的广泛应用。

3“PCR为基础的分型方法：PCR分型方法是对RPLF

和PFGE方法的补充。P(R分型方法针对结核分支杆菌基

因组DNA上的特征片段，如Is6110、DR、16s d]NA，设计特

异的引物进行多种方式的PcR电泳分离．而形成结核分支

杆菌DNA指纹图谱。该方法只需较少的模板，约10～

100 pg染色体DNA，I晦床标本中的含量即能满足要求，又不

需要进行细菌培养，简单而快速，但特异性不如RFLP方法，

目前作为RH．P的补充。

(1)PCR分型：利用PcR技术扩增待分析的目的基因，

其扩增产物经电泳分离后，再与特异的探针杂交通过检测杂

交结果实现对结核分支杆菌的分型分析。该方法是应用

IS6110和唧R引物半巢式扩增，再与Is6110特异的寡核
苷酸探针杂交后，能够产生一种扩增产物谱型将结核分支杆

菌菌株分成组。该方法稳定性好，简单快速，但分辨力较差。

在结核杆菌的研究中．该方法主要用于扩增分析rRNA基

因，以检测并区分人型和牛型结核。Plih州s等”1在这方面

已作出成功的尝试。由于人型结核分支杆菌含有较多的

IS6110，其扩增产物可与IS55探针杂交，所以通过该方法进

行检验之后，人型结核分支杆菌呈杂交阳性；而牛结核分支

杆菌只含低拷贝的IS6110，其杂交后呈阴性反应而将两者相

互区别。

(2)DRBPCR和Spo【igotyping分型：DR序列是一含有

36 bp核苷酸的短的重复序列，集中位于染色体的一个特殊

的区域，DR之间常被一些不同的间隔序列分开，这些间隔序

列的长度和碱基序列不同。IⅢt序列特异的存在于结核分支

杆菌复合群中，最多可达50个拷贝，DR之间的非重复间隔

序列目前已发现了43种。DR及相邻的间隔序列舍称为直

接可变重复单位(DvR)。DRE—PcR分型方法是根据DR序

列设计引物，扩增DvR，然后直接根据P(、R的条带数目和大

小对菌株进行分型。

Spo【i90typlng分型(直接可变重复空间寡型)是在DⅢ{B

PcR分型的基础上，针对不同的间隔序列来设计各自的特异

的寡棱苷酸探针，并将探针固定到尼龙膜上，然后进行DⅥ}

序列的P(、R扩增。实验中所用的引物先用地高辛或生物素

等进行标记，这样，扩增产物与膜上的探针进行反向点杂交。

由于不同菌株的间隔序列不同，所以杂交的探针数量和种类

也不一样，通过检测到的不同图谱可将结棱杆菌的不同型别

区分开来。

这两种方法的分辨力强，稳定性好，结果容易观察，尤其

是后一种方法，操作简便、快速、重复性又好，而且结果易于

记录和比较。常用于进行人型和牛型结核杆菌的菌株鉴定，

也可_}{j于培养阳性的临床标本的检测，并已在中国和蒙古区

域内的“北京家族”的探索研究中发挥了重要的作用“⋯。目

前，这种方法在国内外已得到了广泛的应用，但是是否可以

完全取代Is6110标准方法尚没有定论。s吲·耐蛔ng的分
辨能力在Is6110拷贝数较多的时候不如RFLP，而当Is6110

拷贝数较少的时候优于后者。所以一般是在IS6110的拷贝

数少于5个的时候才使用spoli90typing分型方法““。

(3)RAPD分析——随机引物PCR分型：RAPD也称

AP—PcR【arbitraLy pnm虹，AP—I℃R)。它是用一条人工合成的

寡核苷酸引物对整个DNA链进行探察，存足够近的间距

(200～2 000 bp)内，于较低的温度下与匹配或与部分匹配的

退火位点结合，扩增出多态的I)NA片段。如果DNA链之间

存在差异，所产生的DNA片段数量及妊度就会不同，经电泳

将这些产物分开后，可得到多态性很好的DNA指纹图谱，进

而分型鉴定。

这种方法是we¨，Mcadland“2’和williams等【13-于

1990年几乎同时建立的，与其他常用的指纹分析方法相比，

其具有很好的多态性和较好的特异性，无放射性污染，且具

有快速、简便、需用模板量少(10～25 ng)、费用相对低廉等

特点，又无需预知靶DNA的核苷酸序列，更无需放射性标记

的DNA特异性探针便可直接得到该DNA的多态性指纹矧

谱⋯o。目前已显示出很好的应用前景，据报道，该技术在研

究结核分支杆菌遗传多态性方面已取得了较好的效果““，

并作为一个重要的分型鉴定技术在太型结核病爆发性流行

的调查以及结核病疫情监测中发挥了一定的作用“‘”】。但

是这种方法仍存在着明显的缺陷，其结果的稳定性和可重复

性较差，且对模板的要求较Spoligotypitlg严格，另外，不同宴

验条件、不同引物所得到的结果有一定差异，所以不同实验

室所得到的结果缺乏可比性。为克服这些缺陷，有关学者进

行了反复摸索，已使这种方法得到了进一步的改进，取得r

很好台白效果”⋯。

(4)DNA序列分析：D小舱序列分析是利用P(、R扩增待

测基因，以荧光素为标记物，然后用测序仪测序，根据所得结

果即可将待测菌株分型，主要用于对结核分支杆菌进行耐药

检测【21’引。目前使用蛆仪器设备可使从标本的处理到最后

结果的判定在一个工作日内完成，而且检测结果非常精确；

但是，测序的成本较高，工作量又很大，现在仅限于在几个研

究性实验室中开展，很难普及推广”⋯。

(5)混合连锁(耐x linked，M吐)P【’R懈J：属于P(、R分型中

的一种，是用混合接头(咖x—Iink盯)PCR进行分型的方法。首

先提取细菌染色体DNA，利用内切酶|丑，a I消化，然后将消

化产物与过量的}丑诅I接头进行连接反应，再将一个以Ⅵ甲
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代替r曙的接头连接于染色体的限制性片段上。PCR所用

引物有两条，一条针对IS6110设计，另‘条针对H·aI接头

设计，利用这两条引物特异的扩增这个含单个拷贝IS6110

和临近核苷酸(一侧的周边序列)的m，aI限制性片段，再以

尿嘧啶一N一糖基化酶消除含uTP的末端，获含Is61lO的

DNA特异片段，在8％聚丙烯酰胺凝胶中电泳，溴化乙锭染

色后观察结果。通过这种方法产生的指纹图谱型与IS6“0

指纹分析样，两者可直接进行比较(IS6110拷贝数较少的

菌株除外)”⋯。

由№as建立的这种MI，他R分型方法敏感、特异、分辨

力强，获取分离物后，两天内即町出结果。而且其分辨率和

重复性与1S6110标准方法非常接近。该方法不仅用于分

型，而且可用于鉴别实验室交叉感染及误判断；虽然该方法

的重复性和适用性是否适宜应用于结核病患者临床标本的

检测尚还有待于进一步的考证，但是已有应用P【、R为基础

的PFLP技术用于榆测临床标本来证实结核爆发的存在的

相关报道”“”J。所以此方法的应j=|j前景非常广阔。

(6)PCR单链构象多态性(曲啦leust柚d o。11fomation

删ym(印hlsnl，sscP)分析：ss(P是在1989年由Orlta等Ⅲ1

首先报道的一种PCR扩增产物的单链DNA凝胶电泳技术，

现在已在基因突变和DNA多态性的检测和筛查方面得到了

最广泛的应用。该方法是将PcR产物经变性后，部分或全

部裂解为两条互补的单链DNA，长短不同及空问构型各异

的DNA片段经非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳后，由于其迁移

率的差别，在凝胶上呈现出不同的带型，将其与野生型标准

株对照，即可确定野生型和突变型基因，将二者区分开来。

该方法灵敏度高，稳定性好，简单快速，而且通过技术方法的

改进(用银染色代替同位索标记或EB染色)，防止n故射性

污染，目前已广泛应用于结核杆菌耐药基因的检测中Ⅲ“1。

(7)串联重复序列(Ⅵ哪)分型方法：ⅥqTR分型方法
建立在数目可变的vNTR之上，被检测的菌株根据散在于

基因组中的不同独立位点的、1qTR重复单元的拷贝数的多

少来进行数码编码，然后根据每个菌株的数字编码的不同利

用相关软件通过计箅机来对这些菌株进行自动分型m]。该

方怯操作简单，并能提供数字式的分型信息，具有很高的可

重复性，在实验室内和实验室间具有非常好的可比性，可以

同时对大量样本进行分析。这种分型方法的分辨能力虽然

在Is6110拷贝数较多的时候尚不如传统的IS6110一RFIP和

MLPcR，但对IS6110拷贝数较少的菌株进行分型时，却明

显优于IS6llO标准方法，具有很好的应用前景。3”。

4基因芯片技术：结核分支杆菌分型鉴定技术虽然在建

立rI】CR为基础的分型方法之后，大大减少了实验时间，但

是仍然存在着操作复杂、自动化程度低、操作序列数量少、检

测效率低等不足mJ，因此迫切需要一种快速鉴定方法。最

近发展起来的基因芯片技术正好弥补了这些方面的缺憾。

该技术始创于20世纪90年代韧，首先由美国Affymet血公

司的Fc妇博士提出并开始相关研究哺】。这种技术的原理
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是将已用荧光标记的核苷酸靶序列和大量结合在无机基片

或有机合成基片I：的基础探针杂交，通过激光共聚焦荧光扫

描或电荷偶联摄象机(()cD)对每个探针分子的荧光信号的

强度进行检测，以此来获得待测标本分子的数量和序列信

息”⋯。基因芯片技术是是一种简便、快捷的新技术，是目前

分子生物学最前沿的方法，它集物理学、微电子学和生命科

学于一体，受到了国内外学者的普遍关注，现已广泛应用于

结核分支杆菌的菌种鉴定、耐药性检测及其基因组比较分析

等研究领域”M⋯。尤其在结核分支杆菌利福平耐药检测方

面应用广泛，并表现出高度的敏感性和特异性09，州。

几年来，基因芯片技术已经取得了很大的进展，但是仍

有一些问题尚有待于进一步解决。如：在【)NA芯片上原位

台成探针有时会有错误的核苷酸或一些杂质混入，影响检测

的特异性；另外，割备芯片的过程比较复杂，待测标本的标记

又较为繁琐；再有，其所需的仪器设备又非常昂贵．这些不利

因素都阻碍了这项新技术的普及推广和应用。目前以

A“ym附ix公司为首的国内外众多的科学家正在加紧努力的

探索””，相信在不久的将来，基因芯片技术会作为一种简

便、快捷的新技术应用于结核分支杆菌分型鉴定和快速诊断

中，为有效控制结核病、保护人民健康发挥重要的作用。

三、小结

理想的结核分支杆菌的分型方法应具有快速、分辨率

高、重复性好、容易操作、费用低廉、能直接对临床标本进行

检测等优点，但是现有的方法没有一种能完全符合呲上条

件，都是各具有自己的优点，又各自有其不足之处。迄今为

止，还没有合适的结核分支杆菌分型技术能完全区分所有来

源不同的结核分支杆菌菌株，目前结核分支杆菌的分型方法

仍以传统的核酸印记技术为主，在这些方法中，以RFLP为

基础的分型方法具有高度的稳定性和重复性，尤其是Is61lO

标准方法在Is6110拷贝数较多时仍是首选用于结核分支杆

菌的分型。而以PcR为基础的分型方法的分辨力和重复性

相对差一些，其中MLPCR的重复性相对较好，其次为

ⅥqTR和Spoli龇ypillg方法，可以选择用于分型。由于以
P(R为基础的分型方法具有简洁、快速、不需细菌培养等优

点，所以虽然存在一些缺陷，现在仍越来越多的应用于结核

分支杆菌分型鉴定的领域中。相比较而言，在所有的结核分

支杆菌的分型方法中Is6“O方法和MLPcR方法的分辨力

最强，其中MLI琢是最好的进行自动化检测的DNA指纹
方法。大型的流行病学调查中，一般选用Is6110一RFLI，

typing或~Ⅱ。一PcR方法来进行分型；当需要分型的菌株较少

时，也可选用vm}方法和S删j驴t蜊ng方法“”。基因芯
片技术是在传统核酸印记技术基础上发展起来的，现在正处

于研制开发阶段，还不是特别成熟，尚需要进一步完善，但这

种简便、快捷的新技术在结核病大型流行病学调查和结核分

支杆菌临床鉴定等领域具有很广阔的应用前景。

结核分支杆菌分型鉴定技术在结核病研究领域内的应

用，推动了结核病流行病学的迅速发展，其在研究结核病的
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病原演变、跟踪和确定传染源、确定流行病学事件(如：结核

病爆发和医源性感染)、揭示疾病传播机制、确定药物敏感性

和筛选易感人群等方面发挥r重要的作用。另外还可以通

过对结核分支杆菌种、型水平上的鉴定，进一步挖掘结核病

不同的表现型和其内在基因型之间的联系，这对于此种疾病

的预防、治疗和控制会具有非常重要的指导意义。
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·疾病控制·

天津市2002年冬至2003年春流行性感冒病原学检测分析

段卫平郭小华孔梅解晓华王世荣张晓娜周信芝路欣畅 屉叫／ 8
为了解天津市流行性感冒(流感)流行情况，自2002年

10月至2003年3月对天津市四家医院和两所学校采集流感

样患者咽拭子标本，用MDcK细胞和鸡胚两种接种方法分

离流感病毒。结果共采集流感样患者咽拭子标本305份，分

离到流感病毒123株，其中B型90株占73 2％，A(}琰垤)亚

型33株占26．8％，A(卜ⅡN1)亚型未被分离到。总分离率为

40．3％，如将2002年12月医院门诊(55／99)与学校采样(9／

13)的两组数据汇总，该月的病毒分离率达57．1％(64／112)，

形成峰顶。所分离的90株B型流感病毒，其中4株为

Y帅a期阻系，占4 4％(4／90)；其余的95．6％均为Ⅵctoria系。

123株流感病毒均首先分自MDcK细胞，将对应的标本液直

接接种鸡胚，仅收获到3株阳性尿囊液，阳性率2 4％(3／

123)，且均为B型毒株；阳性细胞液转种，有96 7％的B型毒

株能适应生长，而33株A(mN2)亚型毒株虽经反复转种却

无一株转变为鸡胚生长适应株(O％)。红细胞凝集试验中

96 7％(87／90)的B型毒株的第一代细胞培养液具有D相特

征(即与人。型红细胞及鸡红细胞均凝集良好)，其余3株

(3 3％)B型毒株及全部33株A(}BN2)亚型毒株均具只凝

集人。型红细胞的0相特征，将A(卜BN2)毒株在MDcK细

胞上反复传代，但仍持续保持。相特征。

天津市流感活动开始于11月，首株为A(}BN2)亚型。

作者单位：30001l天津市卫生防病中也

12月分离率的57 1％中，B型流感病毒就占55 4％(62／

112)，学生病例中全部为B型，表明我市流感流行的高峰在

12月，且主要是由于B型流感病毒的活动形成。1月中旬开

始，A(卜BN2)弧型活动有所加强，在阳性数中的比例逐步上

扬，于2月份大幅升至83 3％(10／12)，但由于流感样患者总

人数的减少，可以说A(}DN2)亚型流感一直处于散发状态。

本监测季创历年分离率新高，其根本原因是B型流感病毒在

我市人群中的活动已平息2年，特别是B型中的victorla系，

近2年我市从未检测到，可推知人群对其免疫力已处于较低

水平。另据张烨等报告，对2001年国内鲜见的vict商a系毒

株吲浙江／2／2001进行的分子生物学研究揭示，其HAl上有

两个位点的氨基酸不同于吲山东／7／97，即发生了抗原性漂

移，据此推测这类B型vkt面a系毒株可能再次在人群中引

起爆发或流行。而我市新分离的90株B型毒株中有86株

为vIctoria系(吲浙江／2／200l类似株)，从国家流感中心进行

的B型毒株间HI测定结果看，吲浙江／2／20叭的抗血清对吲

天津／174／2002抗原的HI测定滴度是4踟而B／浙江／2／200l

抗原的HI测定滴度是560，表明两毒株问的抗原性之间束

发生大的变异，因此说是B型vic“ma系(科浙江／2／2001类

似株)流感病毒形成了去冬今春在我市流行的优势株。

(收稿日期：2003，07 06)

(本文编辑：尹廉)

 


