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间隔区寡核苷酸分型和多位点可变数量

串联重复序列分析在结核分枝杆菌基因
分型中的应用

董海燕 刘志广 赵秀芹 阳波 万康林

·实验研究·

【摘要】 目的评价间隔区寡核苷酸分型(spoligotyping)及多位点可变数量串联重复序列分析

(MLvA)方法在结核分枝杆菌基因分型研究中的应用。方法 收集224株结核分枝杆菌临床分离

株，分别采用Sp01igotyping及MLvA方法进行基因分型，比较两种方法的分型效果，评价两种方法在

结核分枝杆菌基因分型中的应用。结果使用spOligotyping方法，224株结核分枝杆菌呈现出55种

基因型，39株具有独特的基因型，其余185株菌呈现出16种基因型；使用MLVA方法时，224株结核

分枝杆菌呈现出160种基因型，132株具有独特的基因型，余下的92株菌呈现出28种基因型；当两种

方法联合使用时，224株结核分枝杆菌呈现出179种基因型，159株结核分枝杆菌具有独特的基因型，

余下的65株菌表现为20种基因型。湖南省和安徽省的菌株中北京家族菌株所占的比例差异有统计

学意义(P<0．001)，安徽省北京家族菌株所占的比例明显高于湖南省。结论MLVA在结核分枝杆

菌株水平的鉴定方面，其分辨能力高于spoligotyping，但是Sp01igotyping在鉴定北京家族菌株和

M．60可如方面有一定的优势。将Spoligotyping方法作为一线分型技术，MLVA作为二线分型技术联

合应用时，将提高结核病的流行病学调查和病原学监测效果。不同地区的菌株有不同的特点。

【关键词】 结核分枝杆菌；间隔区寡核苷酸分型；可变数量串联重复序列；基因分型
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【Abstract】 Objective To access the application of spacer oligotyping(sp01igotyping)and Multiple

Locus VNTR(MLVA)in epidemiological studies ofⅣhr060c招ri“m t“6已M“Zos如．Methods 224 clinical

iSolates of M．f“68rf“Z∞妇were∞1lected and typed by Spoligotyping and MLVA respectively，to compare

the results of both methods and to access their applicatiQn in epidemi0109ical studies of M．￡M6已，℃“Zosi5．

Results Data from Spoligotyping showed that 224 strains presented 55 kinds of genotypes．0f these，39

were represented by a unique isolate，with the remaining 185 is01ates being grouped in l6 clusters whereas

the result of MLVA showed that 224 strains presenting 1 60 kinds of gerlotypeS． of these， 132 were

represented by a unique isolate，with the remaining 92 iSolates being grouped in 28 groups．Data fmm the

combination of Spoligotyping and VNTR showed that 224 strains presenting 179 kinds of genotypes． of

these， l 59 were represented by aunique isolate，with the remaining 65 isolates being grouped in 20 groups．

There was significant difference noticed among M．fM6PM“Zosi5 between Hunan and Anhui in the proponion

of Be码ing family(P<0．001)．The propartian of Be巧ing family in Anhui was higher than that in Hunan．

ConcIusion Results from this direct compariSon studies demonstrated that MLVA analySis was more

efkctive than Spofigotyping in discriminating individual M．f“68，r“Zos括isolates．HoweVer，Sp01igotyping
had an advantage over MLVA in identifying Beijing family strains and M．60铆i5．Taking Spoligotyping as a

first—line typing technique and VNTR as second—line typing technique，the arrangement would improve the

effectiveness of epidemiological investigation and pathological inspection of tubercul()sis． The strains in

different regions seemed to have had different characteristics．
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目前，结核分枝杆菌的菌株鉴定已成为结核病

流行病学研究的重要方法。IS6110一RFLP方法是应

用最广泛的基因分型方法，但该方法需要培养大量

的细菌、实验操作繁琐、对IS6110低拷贝菌株难以

进行菌株水平的鉴定，最重要的是实验室间的结果

难以进行比较⋯。因此一些以PCR为基础的DNA

指纹技术以其快速、简便、分辨率高的特点而备受关

注。其中使用最广泛的有间隔区寡核苷酸分型

(Spoligotyping)及多位点可变数量串联重复序列分

析(MLVA)。本研究利用224株结核分枝杆菌临床

分离株，对这两种分型方法的分型效果进行了比较

分析，评价其在结核分枝杆菌株水平鉴定方面的价

值以及在结核分枝杆菌基因分型研究中的应用。

材料与方法

1．菌株：结核分枝杆菌分离株由湖南省结核病

防治所和安徽省肺科医院提供，其中湖南省菌株

154株、安徽省菌株70株。对照菌株H37Rv购于

中国药品生物制品检定所。

2．DNA提取：用生理盐水从L—J培养基的斜面

上洗脱菌体，80℃孵育30 min，离心收集菌体，用

400肛l TE悬菌，于沸水中煮沸30 min，12 000 g离

心3 min，取上清即为DNA模板。

3．Spoligotyping：①PCR扩增：用一对引物扩增

整个DR区，上下游引物为DRa：5 7一GGT TTT GGG

TCT GAC GAC一3H 2I，57端进行生物素标记；DRb：

5 7一CCG AGA GGG GAC GGA AAC一37。PCR反应

条件：96℃3 min，96℃1 min，55℃l min，72℃

30 s，30个循环。②固定有间隔区寡核苷酸探针的

膜的制备：Biodyne C膜具有43个van Embden推荐

的共价结合的寡核苷酸，每一个寡核苷酸对应DR

位点间的一个惟一的间隔区序列。其中6个间隔区

序列源自M．60口i5 BCG的DR区域序列，其余的全

部源自M．￡“沈rc“zos厶H37Rv的DR区域序列∞o。

即先用新鲜配置的16％的EDAC孵育膜10 min幢。，

用水清洗一下膜，立即将膜置于miniblotter中；在

miniblotter的凹槽中平行加入150"l用500 mmol／L

NaHCO，(pH值8．4)稀释的0．125弘m的寡核苷酸溶

液，室温孵育l min。将膜从miniblotter中取出，并

用100 mmol／L NaOH孵育10 min。将膜用2×

SSPE／0．1％SDS于50℃孵育10 min，再用

20 mmol／L EDTA室温孵育15 min，然后密封于塑

料袋中置4℃保存备用。③PCR产物的杂交与检
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测：用2×SSPE／0．1％SDS于50℃洗膜5 min，将膜

置miniblotter中，方向与制备杂交膜垂直。将20肚l

PCR产物加到150肛l 2×SSPE／0．1％SDS中，100℃

加热变性10 min。将150肚l稀释的PCR产物加到凹

槽中，55℃杂交60 min。取出膜，用2×SSPE／0．5％

SDS于55℃洗膜2次，每次10 min。然后用

streptavidin—peroxidase conjugate(2．5弘l streptavidin—

peroxidase conjugate力口到10 m1 2×SSPE／0．5％SDS

中)于42℃孵育膜30 min。洗膜并将杂交的DNA

用CDP_Star检测，曝光于x线5 min。④数据分析：

用BioNumerics软件对杂交模式进行分析。

4．MLVA：①VNTR位点的选择：参照文献

[4—7]和细菌基因数据库([http：／／minisatellites．u—

psud．fr])，筛选13个串联重复基因位点。②PCR

扩增条件：预变性94℃10 min，94℃1 min，62℃

1 min，72℃1．5 min，40个循环，72℃延伸10 min。

在2％琼脂糖(Spanish产品，含5肛l／100 m1 Gold

viewlM DNA染料)凝胶上电泳。电泳完毕，在紫外

成像检测系统下观察结果，并与DNA Marker比较

确定PCR产物的分子质量大小。实验中以H37Rv

作为对照。③数据分析：将检测菌株呈现的PCR扩

增指纹经Gel一Pro analyzer 3．1软件数据化，通过与

H37Rv进行比较进一步确定每个菌株每个VNTR

特异位点重复单元的重复次数，再用BioNumerics

(Version 3．0)数据库软件进行聚类分析，将检测菌

株进行基因分型。

结 果

1．Spoligotyping：224株结核分枝杆菌呈现出

55种基因型，其中39株菌具有独特的基因型，余下

的185株菌分为16个簇，其中最大的一簇包含115

株菌，占51．3％(115／224)，其特点为具有相同的

Spoligotyping结果，表现为仅与35～43间的9个间

隔区杂交，与北京家族的基因型特点相符。另外还

有4株菌表现为仅与35～43间的7或8个间隔区

杂交，与北京家族的基因型仅相差1～2个间隔区，

称为北京样基因型。此外本研究还对BCG及牛分

枝杆菌进行了鉴定，2株菌都缺乏39～43间隔区而

含有33～38间隔区。阴性对照无杂交点产生

(图1、2)。

2．MLVA分析：224株结核分枝杆菌呈现出

160种基因型，其中132株菌具有独特的基因型，余

下的92株菌分为28个簇。包含的菌株数从2～8
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株菌不等。在本研究中的13个VNTR位点中，

Qublla、Mtub21、Qubllb和ETR—D 4个位点的多

态性较高，分别含有13、10、8和7个等位基因。而

Mtub 30的多态性最低，仅含有2个等位基因

(图3、4)。

3．Spoligotyping和MLVA方法确定的簇：用

Spoligotyping和MLVA方法对224株结核分枝杆

菌进行分析，可以分为179个基因型，其中159株菌

具有独特的基因型，余下的65株菌可分为20个簇

(表1)。

表1 spoligotyping和MLVA方法对224株

结核分枝杆菌的聚类分析

4．MLVA方法对Spoligotype簇进行再次分型

分析：Spoligotyping方法对224株结核分枝杆菌进

行分析，成簇的菌株数明显高于MLVA方法。有

108株用Spoligotyping方法确定为成簇的菌株，用

VNTR方法则具有独特的基因型。其中最大的一

簇(北京家族菌株)用MLVA方法进行分析，可以分

为83种基因型。

5．安徽和湖南两省之间的差别：湖南省北京家

族菌株有69株(65株典型的北京家族菌株和4株

北京样基因型菌株)，非北京家族菌株85株；安徽省

北京家族菌株50株，非北京家族菌株20株。将湖

南和安徽两省之间的北京家族菌株所占的比率进行

比较，经统计学x2检验，差异有统计学意义(P<

0．001)。安徽省北京家族菌株所占比率更高。

讨 论

本研究发现224株结核分枝杆菌临床分离株通

过MLVA方法分析可以分为160个不同的基因型，

而Sp01igotyping方法只能分为55个不同的基因型。

两种方法同时应用，224株结核分枝杆菌可以分为

179个基因型。通过两种方法直接比较的结果表明

MLVA方法在结核分枝杆菌株水平的鉴定方面要

比Spoligotyping方法好。

不同菌株的PcR产物与43个间隔区寡核苷酸序列杂交。黑色斑点表示间隔区存在，空白区表示间隔区缺失

图l 部分结核分枝杆菌spoligotyping指纹图
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图2 结核分枝杆菌Spoligotyping基因分型聚类图

该方法稳定、敏感性好、特异性高，由于反向线性点

杂交的应用，一张膜上可以同时固定43个探针，而

且一张膜至少可以使用20次，使得该方法经济实

用，简便快速。由于北京家族菌株具有特定的

Spoligotyping图谱，表现为仅与35～43之间的9个

间隔区杂交∽’⋯，因此利用该方法可以对北京家族

菌株进行鉴定。此外，因为所有的M．60剐厶和

M：100 bp DNA ladder；H：H37R。；卜5：HN04195、HN04197、
M·6。口妇BCG菌都缺乏39～43间隔区而含有33～

HN04198、HN04199、HN04200 38间隔区，因此可以从结核分枝杆菌复合群中分辨

图3 部分菌株在Mtub21和Mtub30两个位点vNTR图谱 出M．60秽i5和M．60口妇BCG，但这种方法还不能从

MLVA方法是一种以PCR为基础的方法，该 M一60聊is BCG中区分M．60砂∥”1。Spoligotyping

方法简单快速、可操作性强，适用于大规模的菌株基 技术通常使用43个间隔区寡核甘酸为探针，Van der

因型鉴定。且分辨率高，具有明确的数字化结果，便 zanden和Kemerk Schouls等H¨在这43个探针的基

于各个实验室间结果的比较。进而通过互联网建立 础上，再增加51个新的间隔区序列，结果表明通过

起全球的数据库，进行大规模的流行病学和结核分 引用这51个核苷酸后不但增强了Sp01igotyping技

枝杆菌进化的研究。 术的分辨力，而且还可以在北京基因型内再进一步

Spoligotyping也是一种以PCR为基础的方法， 分型。Spoligotyping方法的结果可以很容易的用手
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工记录或用一些简单的Word软件处理程序。
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图4 结核分枝杆菌MLVA分型聚类截图

本研究还发现不论是安徽省还是湖南省，成簇

率最高的都是北京家族菌株，说明北京家族菌株是

这两个地区的主要流行株，但是安徽省北京家族的

比率要明显高于湖南省。由于北京家族菌株在世界

范围内广泛传播，并且是中国结核分枝杆菌的优势

菌株。因此，我们应加强对北京家族菌株的研究。

总之，Spoligotyping技术对结核分枝杆菌株水

平的鉴定能力低于MLVA技术，该方法可以作为一

线的分型技术。当菌株表现为同一Sp01igotyping模

式，则提示我们有必要采用二线的分型技术进行进

一步的分型，如MLVA分型方法。两种方法联合应

用的鉴别能力要比单独使用任何一种方法的鉴别能

力强很多。同时我们还可以根据菌株的成簇情况确

定主要的流行株以及追溯传染源和传播途径，这对

及时有效的采取措施控制结核病的流行非常有用。
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