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天津地区临床分离结核分枝杆菌分型的
初步研究

·785 ·

·实验室研究·

柴利泉 李卫民 李丽 戴宗甲 白大鹏 张立 邵世峰 昊琦 陆伟 孙照刚 李传友

【摘要】 目的 探讨天津地区结核分枝杆菌临床分离株分子流行病学特征。方法 连续收集天

津市海河医院2005年8月16日一11月25日就诊患者痰培养阳性的结核分枝杆菌100株，采用间隔

区寡核苷酸分型(spoligotyping)和多位点可变串联重复序列(VNTR)两种方法进行基因分型，并运用

软件对二者的结果进行分析。依据北京分化支的定义，运用多重和实时定量PCR方法将其区分为w

菌／典型北京家族菌株和非典型北京菌株，Y2检验分析两种亚群与患者年龄和耐药性之间的联系。

结果排除污染菌株，共对96株结核分枝杆菌临床分离株进行两种方法的基因分型，spoljgotyping结

果91．7％为北京基因型(含3株类北京基因型)结核分枝杆菌(88／96)。VNTR分型可将北京基因型

分为60种基因型。在北京分化支结核分枝杆菌中，w菌／典型北京家族菌株占93．2％(82／88)。两种

北京分化支亚群与患者年龄及耐药性之间差异无统计学意义(P>0．05)。结论 天津地区结核病患

者临床分离的结核分枝杆菌中，北京基因型呈现较为明显的优势。VNTR的分辨率明显高于

sp01igotyping。北京分化支的两种亚群在天津地区临床结核病患者中均有流行，但以W菌／典型北京

家族菌株为主。

【关键词】结核分枝杆菌，北京基因型；北京分化支；w菌／典型北京家族菌株；非典型北京菌株
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【Abstract】 Objective To explore the characteristics on molecular epidemiology ofⅣ咖06以c据r砒m

￡“沈w“Zos如iSOlates from hospitals in Tianjin area．Methods 0ne hundred M．￡“6已rc“Zosis iS01ated strains

were collected in succession from August l 6仇一December 25恤， 2005 in Tianjin Haihe Hospital and

genotyped by spohgotyping and multiple locus va“able number—tandem repeat(VNTR)．Data was analyzed

by cluster S。ftware．Based on the concept of Be珏ing lineage，it was determinate two sub—groups：atypical

Be巧ing s仃ains andw strain／typical family strains by multiplex and real一time PCR．The asSociations of sub—

gmups with drug resistance and age were asSessed by the)(j test．R朗ults 96 M．f“沈M“z吣厶strains were

genotyped in which 91．7％(88／96)strains belonged to Be巧ing genotype(including 3 Be巧ing—like strains)

by spoligtyping． VNTR typing could differentiate 60 genotypes arnong the 88 Be巧ing gerlotype strains．

93．2％of the Be巧ing 1ineage M．￡“6Prc仪zosis strains of this study belonged to W strain／typical Be幻ing

family strains(82／88)．No statistically significant differences were observed in the proportions of the two

sub—groups in patients of different age，or drug reSistance(P>0．05)．CoIlcl璐i伽 The M．￡曲Prc“Z∞厶

B画ing g锄otype StrairlS w盯e dominated on tubercdosis 110spital patients d Tianjin area．The discrir血natory power

of VNTR typing was higherthall tht of spOli昏yping．The two subgn)ups of Beijing lineagehd been preval髓t in

Ti矾jin，however w strain／t刑cal Ben啦f锄ily strains were of preponderallce．
【Key words】^巧)砌以f￡8ri“m f“6已，_c“zosjs，Be巧ing genotype；Be巧ing lineage；w strain／typical Be玎ing

family strains；Atypical Beijing strains
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题。1995年van Soolingen等⋯发现与耐多药w株

同源的北京家族(现更名为北京基因型)结核分枝杆

菌。国外的研究也提示心。，北京基因型结核分枝杆

菌在全球广泛流行。Li等呤。研究证实，北京基因型

结核分枝杆菌在我国的流行程度为64．9％，且与耐

药性无明确的联系。北京基因型结核分枝杆菌在上
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海、北京、宁夏和广东等局部地区的流行特征均有报

道H’5|。但天津地区北京基因型结核分枝杆菌的流

行特征未见报道。

尽管间隔区寡核苷酸分型(spOligOtyping)是定义

北京基因型结核分枝杆菌的基本方法，但其分辨率较

低。IS6110一RFLP指纹方法为结核分枝杆菌基因分型

的“金标准”，可以对北京基因型结核分枝杆菌进一步

分型，但该方法较为繁琐。近来选择多位点可变串联

重复序列(VNTR)中的一些位点进行组合，以提高对

北京基因型结核分枝杆菌的分辨率，从而替代

IS6110一RFLP指纹方法的工作一直都在进行拍o。

Kurepina等¨。、Kremer等门。研究提示，采用上

述的基因分型方法分析北京基因型结核分枝杆菌，

存在很高的相似性特征。Br。sch等旧]、Hirsh等[93从

结核分枝杆菌全基因组水平研究提示，北京基因型

结核分枝杆菌具有单源性(monophyletic)的特性。

在以上的工作基础上，学者们结合系统发育的理论

提出了结核分枝杆菌北京分化支(M．fM沈rc“zosis

Beijing lineage)的概念怛J，并认为该分化支至少有2

个亚群。北京分化支为①sp01igotyping缺失l～34

间隔区，存在35～43间隔区中的至少3个；②

d，2以．d咒nN区插入IS6110；③与推荐的19个北京

分化支参比菌株的IS6110一RFLP指纹图谱相比，相

似性大于80％者为北京分化支，75％～80％之间者

需采用上述两种方法补充鉴定。北京分化支的两个

亚群为：w菌(w strain)／典型北京家族菌株(typical

Beijing family strains)和非典型北京菌株(atypical

Beijing strains)，且非典型北京菌株较w菌／典型北

京家族菌株更接近该分化支的祖先。Plikaytis

等H叫依据北京分化支的概念，采用多重PCR的方

法，通过验证NTF区域是否存在IS6110直接重复

区，从而区分w菌／典型北京家族菌株和非典型北

京菌株。Brosch等∽o、Hirsh等∽o采用基因芯片比较

北京基因型和标准菌株H37Rv时发现，北京基因型

结核分枝杆菌存在特征性长基因序列的缺失，即特

征性长序列多态性(1arge sequence polymorphisms，

LSPs)。Ts01aki等u¨根据这些特征性LSPs定义并

也对北京分化支进行了W菌／典型北京家族菌株和

非典型北京菌株的亚分群。

本研究使用sp01igotyping和VNTR两种基因

分型方法对天津市海河医院临床结核病患者分离的

结核分枝杆菌进行分析，并在此基础上进行了北京

分化支的亚分群，以探讨天津地区临床分离结核分

枝杆菌的分子流行病学特征。

材料与方法

1．材料：

(1)试验菌株和标准菌株：连续收集2005年8

月16日一11月25日在天津市惟一的结核病定点

医院一海河医院就诊的结核病患者的结核分枝杆菌

临床分离株100株，经抗酸染色、BACTEC—TB960鉴

定和快速培养证实为结核分枝杆菌。其中有4株污

染，故共对96株完成基因分型。H37Rv标准菌株

由国家结核病参比实验室提供。

(2)主要试剂和仪器：Miniblotter MN45、生物

素C膜、Primer Dra和Drb均为荷兰Isogen Life

Science公司产品，2×Taq PCR Master MiX为北京

天为时代科技有限公司产品，多重PCR试剂盒为德

国QIAGEN公司产品，5700定量PCR仪为美国PE

公司产品，SYBR@ExScriptTM RT—PCR Kit为宝生

物工程(大连)有限公司产品。

(3)引物设计：14种VNTR分型的PCR引物分

别参考Kremer等"3和沈国妙等n21的设计。6种用

于多重PCR的引物参考Plikaytis等H叫的设计(表

1)。实时定量PCR的引物(RDl05和RDl81)参考

Tsolaki等¨¨的设计。引物均由上海生工生物工程

技术服务有限公司合成。

表l 作为引物的寡核昔酸序列

引物 靶标 序列 位点

IS59 IS6110 gcgccaggcgcaggtcgatgc 216～236

IS60 IS6110 gatcagcgatcgtggtcctgc 738～718c

IS61 IS6110 gaccgcggatctctgcgacc 133～114c

IS62 IS6110 accagtactgcggcgacgtc 1237～1256

MDR 6 NTF 1 ccagatatcgggtgtgtcgac 473～494

MDR一7 NTF一1 cgcgagatctcatcgacaacc 52～32c

2．方法：

(1)结核分枝杆菌基因分型：spOligOtyping基因分

型参照操作说明n3f。VNTR基因分型方法参照

Kr哪er等"o的文献。14种位点分别为MIRUl0，

MIRUl6， MIRL砣0， MIRU26， MIRU3l， MIRU39，

MIRU40，ETR—A，ETR—B，ETR—C，ETR—D，ETR—E，

QUBlla，QUBllb。

(2)结核分枝杆菌北京分化支的亚分群：北京分

化支结核分枝杆菌如果在NTF区域插入2个拷贝

的IS6110直接重复区，那么IS6110之间的区域为

NTF一1区¨0|。IS62和MDR一7引物扩增从IS6110的

3 7端到NTF一1的5 7端的175 bp片段，MDR一6和IS61
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引物扩增从NTF—l的3 7端到IS6110的5 7端的

223 bp片段，Is59和IS60从IS6110内部扩增

523 bp片段。鉴于NTF—l序列特异性存在于结核分

枝杆菌北京分化支典型北京家族菌株同源的w株

中，故如果同时扩增出523 bp、175 b队223 bp 3个

条带者即为w菌；如果在NTF区域仅插入一个拷

贝的IS6110直接重复区，扩增出523 bp及175 bp或

223 bp 2个条带，该图谱的菌即为典型北京家族菌

株；其余北京分化支结核分枝杆菌为非典型北京菌

株。多重PCR反应条件为：反应体系包括：2×

QIAGEN Multiple PCR Master MiX，5×Q—S01ution

(扩增增强剂)，8种引物等；反应条件为94℃变性

30 s，60℃退火90 s，72℃延伸90 s，循环40次。

根据Ts01aki等¨“定义，结核分枝杆菌如果存

在RDl05的缺失则为北京分化支，北京分化支中如

果存在RDl81的缺失则为w菌／典型北京家族菌

株，其余的北京分化支为非典型北京菌株。实时定

量PCR以16S rDNA为内参基因，RDl05和RDl81

为待测基因。反应体系包括：2×sYBR PremiX Ex

Taq、引物等；反应条件为95℃变性5 s，60℃退火

20 s，循环45次。

3．统计学分析：采用NatureEdge主程序，

x—Cluster数值分类插件对spOligotyping指纹结果和

VNTR分型的数字化结果进行聚类分析，相似系数

为Dice相似系数，聚类分析方法为非加权算术平均

法(UPGMA)‘1引。

一个结核分枝杆菌分离株对应一例结核病患

者。根据患者年龄(分别为<25、25～、51～和>75

岁)、药物敏感谱分组。各组中w菌／典型和非典型

北京家族菌株依据多重PCR指纹图谱确定。Y2检

验比较不同病例组中W菌／典型和非典型北京家族

菌株所占的比例(SPSS for windows 10．0，SPSS Inc

Chicago IL，USA)，a<0．05。

结 果

整结果(结合其spoligotyping结果发现它们均不是

北京基因型结核分枝杆菌)。采用NatureEdge主程

序，x—Cluster数值分类插件对sp01igotyping和

VNTR分型结果进行聚类分析，结果见图1。93株

结核分枝杆菌产生64种VNTR基因型。88株北

京基因型产生60种VNTR基因型。VNTR图谱

3327533—42435—86的为该群菌株的中心菌。95％相

似性，VNTR分型可将北京基因型分为9个群(至

少3个菌株为1群)。最大的一群包括16株北京基

因型结核分枝杆菌。
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图1 Nature Edge主程序，X—Cluster数值分类插件

对93株结核分枝杆菌的聚类分析结果

2．北京分化支两种亚群在不同年龄及耐药谱中

的分布：使用多重、实时定量PCR方法将88株北京

分化支进行亚分群(图2)，其中82株为W菌／典型

北京家族菌株，6株为非典型北京菌株，且两种方法

的亚分群结果完全一致(结果近期发表)。Y2检验

分析两种亚群在各年龄组以及抗结核药物耐药性之

间分布的差异无统计学意义(P>0．05)。

1。北京基因型结核分枝杆菌：利用

spoligotyping分型方法，将96株结核分枝杆菌临床

分离株进行分型鉴定。其中85株为北京基因型、3

株为类北京基因型结核分枝杆菌，共占全部菌株的

91．25％(88／96)，其余均为非北京基因型菌株。

14个VNTR位点对96株结核分枝杆菌进行

分型，其中93株可以获得VNTR分型结果，其余3 家族誉禁’12为分子量标准；2’3’10为w株；4～9’11为典型北京
株多个位点始终不能扩增出明显条带而无法获得完 图2 采用多重PcR方法对北京分化支进行亚分型的结果
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讨 论

因海河医院为天津市惟一的结核病定点医院，

且本研究采用连续不问断方式获取标本，因此样本

具有一定的代表性。所获得的结核分枝杆菌两种基

因分型结果提示，北京基因型(含类北京基因型)结

核分枝杆菌所占比例高达91．25％(88／96)，超过了

全国的水平，但与上海地区的水平接近∞H1。可见

北京基因型结核分枝杆菌在天津地区临床结核病患

者中呈较高水平的流行。

本实验采用Nature Edge主程序，X_auster数值分

类插件对96株结核分枝杆菌spOligotyping和VNTR

分型结果进行聚类分析[14I，结果显示，ⅥⅥTR分型方

法的分辨率较spOligotyping方法高得多。纵然是

95％的相似性，Ⅵ、JTR仍可将北京基因型分为9个

群。Ⅵ＼JTR图谱为3327533—42435—86的菌株为中心

菌株。我们采用同样的聚类分析软件处理2000年中

国结核病流行病学抽样调查获得的44l株结核分枝

杆菌菌株的IS6110 I心LP，sp。ligotyping的分型结果，

确立其中心菌株(资料未发表)。中心菌株即为此群

中有代表性的菌株，该中心菌的确定为以后进行北京

基因型结核分枝杆菌的深入研究提供了试材。

目前细菌已进入将其表型、遗传型和系统发育

信息综合起来进行分类鉴定的时期。遗传信息来源

于细菌中的核酸(DNA和RNA)；系统发育信息也

属于遗传信息的范畴，但它特指那些被看作是系统

发育进化时钟的核酸序列H 5I。结核分枝杆菌的基

因分型方法很多，但主要为前面提到的三种方法。

北京基因型概念的提出和深入研究就是以基因分型

为核心的结核分子流行病学广泛应用的产物。但是

鉴于北京基因型结核分枝杆菌的耐药性强和在全球

的广泛流行，而采用上述的理论和方法又无法加以

明确解释。恰好北京基因型结核分枝杆菌在遗传进

化上具有单源性的特征，由此将其定义为北京分化

支并进行了以系统发育为核心的亚分群工作。

Kremer等。1钊对荷兰、越南、中国香港3个地区共

1023株北京分化支结核分枝菌株的研究发现，非典

型北京菌株／典型北京家族菌株的比例为202／821，

且两个亚型与患者的BCG接种状态及耐药性存在

联系(P<0．05)。在耐药性方面，发现非典型北京

菌株与INH耐药、多耐药(MDR)有关。在BCG接

种人群中典型北京家族菌株的比例(210／265)高于

非典型北京菌株(55／265)(P<0．05)。但在年龄>

75岁的患者中，非典型北京菌株的比例(10／22)明

显高于其他年龄组(P<0．05)，由此可以推测BCG

对非典型北京菌株具有负选择压力，即BCG疫苗不

能保护对抗典型北京家族菌株。本研究发现w菌／

典型北京家族菌株为82株，占北京分化支的93．2％

(82／88)，所占比例明显，较Kremer等‘1钊的结果为

高(P<0．05)。2个亚群在不同年龄组患者和耐药

谱的分布上差异无统计学意义(P>O．05)。分析上

述结果可能与不同地区或样本量较小有关。准确地

回答我国北京分化支两个亚群的比例，与BCG接

种、年龄和耐药等因素的关系对于解释我国BCG疫

苗的保护程度和耐药产生的原因，确定下一步研究

疫苗的方向和研发新药至关重要。
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