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·实验研究·

13个VNTR位点用于11 3株结核分支杆菌的
基因分型研究

曹晓慧 蒋毅 张媛媛 刘志广 赵秀芹 金秀琴 韩宝龙 徐瑞兴

刘敬华 吕晶 薛小洛 万康林

【摘要】 目的应用数目可变串联重复序列(VNTR)分子分型技术，对北京地区113株肺结核

临床分离菌株进行分型研究，探讨北京地区菌株DNA多态性和基因型特征。方法 采用PCR和琼

脂糖凝胶电泳技术对结核分支杆菌13个VNTR位点进行检测，并应用Gel—Pro analyzer 3．1软件和

BioNumerics 3．0软件进行结果分析。结果 113株结核分支杆菌可分为4个基因型(分别为I、Ⅱ、Ⅳ

和V型)，其中I型占92．0％(104／113)，其他3型所占比例很小，分别为Ⅱ型占4．4％(5／113)，Ⅳ和V

型均为1．8％(2／113)，而标准菌株H37Rv在分型中为独立的一个基因型，即Ⅲ型。结论 北京地区

的结核分支杆菌存在基因多态性，其主要流行型为I型。

【关键词】结核分支杆菌；基因分型；聚类分析；数目可变串联重复序列技术
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【Abstract】 0bjective Variable Number of Tandem Repeats(VNTRs)analysis was a recently

developed method which could serve as a‘real—time’genotyping toOl for M如06口cfermm f“托M“幻sis．0ne

hundred and thirteen M．￡“6Prc“Z∞is isolates from the patients with tuberculosis in Be巧ing were analysed
using the reference method to study the characters of genetic diversity and genotype．Methods Thirteen

tandem repeat loci(ETR—A，ETR—C，ETR—D，MIRUlO，MIRUl6，MIRU27，MIRU31，MIRU40，Mtub21，

Mtub30，Mtub38，Qubl 1a，Qubl lb)in the total genome of MTB were analyzed by PCR and agarose gel

electrophoresis method． The characters of the polymorphism of DNA fingerprinting of one hundred and

thirteen MTB strains were analyzed with Gel—Pro analyzer 3．1 software and BioNumerics 3．0 Software．

ResuIts One hundred and thirteen MTB strains were characterized and classified in to four genotype

families(type I，typeⅡ，typeⅣ，type V)based on thirteen tandem repeat loci．one hundred and four

iSOlates(92．0％)belonged to type I，the other three genotypes scattered，five strains(4．4％)remaining

with typeⅡ，while typeⅣand type V having the same quantity 1．8％(2／113)．M．￡“加rc“z∞is H37Rv

belonged to a unattached genotype(typeⅢ)．concl惦ion There was obvious 1ength polymorphism in the

M．￡M葩rc“幻sis iSolates which implied that type 工 was the epidemic strain clusterS in M．f“扼M“幻sis in

Be巧ing．VNTRs analysis seemed to be a simple，rapid，sensitive and valuable tool for epidemiological

studies of M．f“6已，r“￡os妇complex organisms．

【Key words】～()∞6Ⅱc抛以“m ￡“沈rc“bis； Genotyping； Cluster analysis； Variable number of

tandem reDeats

结核病再度肆虐，究其原因有多种，其中主要的

原因之一是结核分支杆菌的变异。因此，对该菌进
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行基因水平的研究和分型鉴定，以明了其基因特征及

主要流行菌型，对结核病有效的防治具有重要意义。

我们选取结核分支杆菌基因组中13个数目可变串联

重复序列(vadabk n啪ber of tandem repeatS，VNTR)
位点，采用PCR、琼脂糖凝胶电泳技术和BioNllIn刊cs

(verSion 3．0)软件，对来自北京市西城区的113例结

核患者临床分离株进行了分子分型分析。
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材料与方法

1．VNTR位点选择：参照文献[1—10]和细菌基

因数据库[11I，初步筛选13个串联重复基因位点。

13个VNTR位点及其引物序列见表1。引物由北

京赛百盛基因技术有限公司合成。

表1 各vNTR位点引物序列及重复单元片段大小

位点名称 引物序列(5’～3’) 片段(bp)

ETR—A L)ATTTCGATCGGGATGTTGAT 75

R)TCGGTCCCATCACCTTCTTA

ETR—C L)GACTTCAATGCGTTGTTGGA 58

R)GTCTTGACCTCCACGAGTGC

ETR—D L)GCGCGAGAGCCCGAACTGC 77

R)GCGCAGCAGAAACGTCAGC

MIRUlO L)GTTCTTGACCAACTGCAGTCGTCC 53

R)GCCACCTTGGTGATCAGCTACCT

MIRUl6 L)TCGGTGATCGGGTCCAGTCCAAGTA 53

R)CCCGTCGTGCAGCCCTGGTAC

MIRU27 L)TCGA A AGCCTCTGCGTGCCAGTAA 53

R)GCGATGTGAGCGTGCCACTCAA

MIRU31 L)ACTGATTGGCTTCATACGGCTTTA 53

R)GTGCCGACGTGGTCTTGAT

MIRU40 L)GGGTTGCTGGATGACAACGTGT 54

R)GGGTGATCTCGGCGAAATCAGATA

Mtub21 L)AGATCCCAGTTGTCGTCGTC 57

R)CAACATCGCCTGGTTCTGTA

Mtub30 L)AGTCACCTTTCCTACCACTCGTAAC 58

R)ATTAGTAGGGCACTAGCACCTCAAG

Mtub38 L)GCCCAAAAAGCATGGGAACGTGCCCCT 63

R)GGTTGTCCCCGCAGTATCTC

Qublla L)CCCATCCCGCTTAGCACATTCGTA 69

R)TTCAGGGGGGATCCGGGA

Qubllb L)CGTAAGGGGGTGCGGGAAATAGG 69

R)CGAAGTGAATGGTGGTGGCAT

94℃1 min，62℃1 min，72℃1．5 min，共30个循

环。最后延伸72℃lO min。

7．琼脂糖凝胶电泳：PCR产物经2％琼脂糖凝

胶恒电压(10 V)电泳，1．5肛l／ml EB染色15 min。

8．结果分析：应用100 bp DNA Ladder确定

PCR产物的分子量大小，BioNumerics 3．0软件对菌

株进行聚类分析。

结 果

1．vNTR多态性检测n2’：本研究共选用了13

个特异性较好的VNTR位点进行分型分析，结果显

示北京市113例患者肺结核临床分离菌株的

vNTR呈现明显的多态性(图1～4)。

M：100 bp DNA Ladder；H：H37Rv；18～32：BIXC018～BTXC032

图1 菌株BJxC018～BJxC032 ETR—A位点

多态性检测结果

2．结核分支杆菌标准株：结核分支杆菌标准菌

株H37R、，购自中国药品生物制品检定所。

3．主要试剂：100 bp DNA Ladder、Taq DNA聚

合酶、dNTP、EB染料购自华美生物工程公司。

4．菌株来源：113株肺结核临床分离菌株均由

北京市西城区结核病防治所门诊患者痰标本分离获

得。由北京市结核病控制研究所负责传代培养。按

户口所在地属本市患者63例、外地患者50例，其中

男性7唑篓竺。患耄i皇芝磐?孝： №10。：片善端高基芰嚣淼善032
5．结核分支杆菌DNA模板的制备：取常规L—J ‘多态性检i结果

培养基培养、生长良好的结核菌1～2菌环菌落溶于 2．聚类分析：在每一个菌株的特异性数码编码

400弘l TE(pH值8．3)中，在漩涡振荡器上振荡至块 基础上，利用BioNumerics 3．0软件进行聚类分析，

状固体菌落均匀溶于TE中。沸水浴30 min， 结果见图5。113株结核分支杆菌可分为4个基因

12 000 r／min离心3 min，取上清备用(一20℃保存)。 型(分别为I、Ⅱ、Ⅳ和V型)，其中I型占92．0％

6．VNTR—PCR：采用25 p1 PCR反应体系，其中 (104／113)，其他3型所占比例很小，分别为Ⅱ型占

包括2 ng模板 DNA、1．5 mmol／L MgClz、 4．4％(5／113)，Ⅳ和V型均为1．8％(2／113)，而标准

0．2 mm01／L dNTP、上下游引物共30 pmol／L、1．5 u 菌株H37Rv在本次分型中为独立的一个基因型，即

Taq DNA酶。反应条件：预变性94℃10 min；循环 Ⅲ型(图5)。
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M：100 bp DNALadder；H：H37Rv；18～32：BⅨC018～BJXC032

图3 菌株BJxC018～BJXC032 MIRU27位点

多态性检测结果

M：100 bp DNA Ladder；H：H37Rv；18～32：EJXC018～BJXC032

图4 菌株BJxC018～BJXC032 MIRU31位点

多态性检测结果

讨 论

结核分支杆菌的分型鉴定技术包括Is6110一

RFLP、PCR—RFLP、Spoligotyping、PFGE以及序列

分析等多种。近年来，随着细菌基因组全序列的成

功测定，产生了以VNTR为检测目标的分型方

法⋯，根据被检测菌株基因组中不同’独立位点的

VNTR重复单元拷贝数的多少进行数字编码，然后

根据每个菌株的数字编码的不同，利用相关软件通

过计算机对这些菌株进行自动分型。该方法操作简

单，重复性好，可比性强，并能提供数字式的分型信

息，具有对大量样本的分析能力，适合在基层推广应

用，且可进行网络系统分型鉴定，从世界范围来研究

结核病的流行规律和结核分支杆菌的进化。

本次对113例肺结核患者临床分离菌株基因分

型研究结果显示，所检测的结核分支杆菌中大部分

(92．0％)可以归属于一个基因型，可能为本地区的

主要流行株，应作为防治研究工作的重点，加强对此

型菌株的监测力度，并进行病原特征、致病性、药物

敏感性等深入地研究。此外，在聚类分析中其他3

个型所包含菌株数量很少，可能为散发病例，也可能

与检测的菌株样本量少、收集的临床菌株还不能完

全代表真实整体有关。

===!=～
星 量 墨 ! 垦 里 璺 壁 亨

图5 北京地区分离113株结核分支杆西

聚类分析树状图谱

在本次研究中有15株菌株显示出完全相同的

VNTR基因分型，且在聚类分析的树状图上处于遗

传位点的起始处。我们按性别、年龄、新发、复发、本

市、外地、现住址、工作地点、耐药情况等方面进行分

析，并未找到流行病学关联点。这有可能是由于本

次研究选用VNTR位点较少有关。增加VNTR位

点，进一步完善分型规范，可得出更加精细的达到株

水平的基因分型结果。

(本项研究得到北京市结核病控制研究所屠德华主任和

丁北川主任的大力支持，谨此感谢)
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云南省昭通市1953—2003年炭疽流行病学分析

金碧荣 熊绍云 谢玲 曹继东 代友枢

云南省昭通市1953年开始有人、畜炭疽病系统疫情报

告；1957年5月昭阳区首次报告炭疽发病14例，之后陆续在

鲁甸、巧家、盐津、永善、镇雄、彝良、威信等县有发病，大关、

绥江、水富县无病例，但大关、水富县曾有牲畜炭疽疫情报

告。1957—2003年全市8个县(区)累计报告皮肤炭疽450

例，死亡16例，年均发病率0．27／10万，病死率35．56‰。曾

出现1966年(28例)、1981年(20例)、1990年(34例)及1995

年(32例)4个发病高峰年。在51年中有11个年度无疫情

报告(1953—1956、1968—1972、1976、1983年)。病例主要集

中在鲁甸、昭阳区、镇雄和盐津4县(占95．3％)。进入90年

代后，鲁甸县每年继续有散发病例，昭阳、镇雄偶有局部流

行。1992年市疾病预防控制中心急传科在鲁甸疫区的55份

土壤(污染土壤35份、牧场土壤20份)和4份病死畜皮毛样

本中各检出1株炭疽杆菌。从时问分布看，全年均有散发，

7—9月为发病高峰(占59％)。发病以青壮年农民为主，40

岁以下病例占72％；病例大多为皮肤型炭疽，病损部位以上

肢及头面为多(86％)。最短潜伏期1天，最长11天，平均4

天左右。感染方式，以屠宰病死牲畜感染占65．0％，加工烹

作者单位：657000云南省昭通市疾病预防控制中心

·疾病控制·

调占22．5％，接触病畜占7．5％，不明原因感染占5．0％。

分析：由于昭通市部分地区(桃源、茨院、守望、小龙洞等

乡镇)已形成炭疽病的历史疫源地，造成炭疽区域性流行。

畜问炭疽流行引发人炭疽感染发病，而畜主缺乏防病意识，

病死牲畜尸体多继续屠宰食用或贩卖，只有个别深埋；无利

用价值的随意丢弃，造成畜间疫情扩散；在屠宰、加工或烹调

过程中感染皮肤炭疽。该地区畜用炭疽疫苗接种率低。在

疫区接种炭疽疫苗属有偿服务，部分群众因经济困难或认识

不足，牲畜接种率只有60％左右。为有效控制疫情需做好以

下工作：①重点强调屠宰、加工、食用病死畜肉的危害；避免

接触病死畜和动物类产品。②加强疫情监测，防止局部流行

或暴发。卫生和畜牧部门要密切配合，做好疫区人畜发病情

况、范围、污染程度的流行病学调查和消毒处理；③加强疫区

牲畜的疫苗预防注射，接种率要保持在85％以上。④严格把

握牲畜收购、饲养、放牧、调运、屠宰、加工等环节的兽医卫生

监督和检疫措施；对病死畜要坚决焚烧或消毒后深埋，污染

环境要彻底消毒；防止疫情扩散或蔓延。

(收稿日期：2005．09．22)
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