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·实验室研究·

基于元印65基因的PCR—RFLP用于陕速鉴定
分枝杆菌菌种的初步研究

王心 张媛媛陈保文刘志广 赵秀芹 王国治 李月红万康林

【摘要】 目的基于kp65基因的PcR．限制性酶切片段长度多态性(PcR-RHJ)用于快速鉴定

分枝杆菌菌种的方法的建立和评价。方法选择分枝杆菌JIl印65基因作为目的基因，对分枝杆菌标准

株进行PCR扩增，扩增产物经H∞Ⅲ和Bstp I两种限制性内切酶酶切，酶切产物采用4％MetaPhor琼

脂糖凝胶电泳，根据电泳条带位置，计算条带分子量，确定不同菌种的特异指纹图谱。结果共对40

种(株)分枝杆菌进行分析，6株结核分枝杆菌复合体菌株呈现两种指纹图谱，34株非结核分枝杆菌标

准株均具有惟一的指纹图谱。结论基于^印65基因的PCR-RFLP可用于分枝杆菌菌种的快速鉴定，

且方法简便，易于标准化。

【关键词】分枝杆菌；菌种鉴定；PcR-限制性酶切片段长度多态性
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非缔陵分)目杆菌(non吨曲erc妇蠡尬rc06∞把砌)是
指除结核分枝杆菌复合体(岣，c060c‘e一啪
舶erc￡缸括complex，MTBc)(包括结核、牛、田鼠和
非洲分枝杆菌)以及麻风分枝杆菌以外的分枝杆菌，

包括非致病性分枝杆菌在内n1。结核分枝杆菌和一
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些致病性非结核分枝杆菌均可以引起肺部病变和全

身其他部位病变，且症状类似，临床上鉴别诊断困

难，而二者的鉴别对于治疗及预后意义重大。另外，

某些非结核分枝杆菌是人体寄生菌，而非致病菌，当

上呼吸道存在这些寄生菌的时候，往往导致痰菌(涂

片抗酸染色和／或细菌培养)阳性，未经菌种鉴定的

检验报告又常使临床医生作出错误判断，行使不适

当的抗结核治疗，造成患者的痛苦和医疗资源浪

费。目前，常用培养特性和生化反应对分枝杆菌临

床分离株进行菌种鉴定，不仅耗时费力，且易受多种

条件影响导致结果不够准确扭】。本项研究选择

枷65基因作为目的基因，通过PCR-限制性片段长
度多态性(restricti∞m嘿皿ent l饥gtll polymorphism，
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PCR．RFLP)分析，对分枝杆菌标准菌株进行检测，旨

在建立方便、快速、准确的分枝杆菌菌种鉴定方法。

材料与方法

1．菌株来源：非结核分枝杆菌标准株(表1)、

结核分枝杆菌标准株(H37Rv)和牛分枝杆菌

(93006)均来源于中国药品生物制品检定所分枝杆

菌实验室。

表l 40种(株)分枝杆菌标准菌株凰p65基因酶切条带分子量表
r崭址

嚣尘 菌种名称ATcc编号 HaeⅢ Bstp l
爿呵17

9500l鸟分枝杆菌ATCC25291 235，2lO 125，100

95002胞内分枝杆菌ATCCl3950 235，130，100 145，130，60

95003蟾分枝杆菌ATCCl9250 135，120，85 160，100，60

95005土分枝杆菌ATCCl5755 325。120 180，130

95008施氏分枝杆菌ATCC27962 235，130，80 140，loo，70

95009次要分枝杆菌ATCC23292 440 160，125

95012产鼻疽分枝杆菌ATCC35753 240，120，80 130，115，57。52

95013堪萨斯分枝杆菌ATCCl2478 235，210 125，100，80

95014海分枝杆菌ArCC927 235，210 145，105。80

95015猿分枝杆菌ATCC25275 235，2lO 180，130

95016亚洲分枝杆菌ATCC25276 235，2lO 110，105

95017瘰疬分枝杆菌ATCCl9981 235，2lO 147，129，100

95018戈氏分枝杆菌ATCCl4470 235，2lO，85 160，115，60

95叭9苏尔加分枝杆菌ATCC35799 440 130，llO。70

95021脓肿分枝杆菌ATCCl9977 235，2lO 145，75，56．52

95022偶发分枝杆菌ATCC6841 235，120，85 142，12l，60，52

95023耻垢分枝杆菌ATCCl9420 235，130，85 142，125，61

95024争分枝杆菌ATCCl 1758 235，210 140，80，57．50

95026爱知分枝杆菌A=rCC27280 325，120 200，70，60，55

95027金色分枝杆菌ATCC23366 441 130，120，70。60

95028楚布分枝杆菌ATCC27278 235，210 144，90，60

95029杜氏分枝杆菌ATCC43910 440 132，127。66．50

95030转黄分枝杆菌ATCCl4474 235，120 145，100．55

95032浅黄分枝杆菌ATCC43909 44l 170，89，60

95034新金色分枝杆菌ATCC25795 320，130 175，146

95035奥布分枝杆菌ATCC27023 235，2lO 140，90，60

95037罗德岛分枝杆菌ATCC27024 320，120 160．125，60

95038东海分枝杆菌ATCC27282 235，130，85 144，83，60

95039猪分枝杆菌ATCC33776 235，2lO 146，130，96

95041塞内加尔分枝杆菌ATcc35796 235，120，80 186，140，5l

95043田野分枝杆菌ATCC27406 235，】30，85 160，145。57

95044南非分枝杆菌ATCC33464 235，210 160，60，50

95046下田分枝杆菌ATCCl9627 325，120 135．90。58

95048田鼠分枝杆菌ATCCl9422 325，120 135。88，58

95049非洲分枝杆菌ATCC25420 235，120，85 150，130，70

95050母牛分枝杆菌ATCC29678 235，210 160，60，50

95052结核分枝杆菌ATCC35810 235，120，85 150，130，70

95053结核分枝杆菌ATCC27294 235，120，85 150，130，70

H37Rv结核分枝杆菌 235，120，85 150，130。70

93006牛分枝杆菌 235，120，85 150，130，70

2．分枝杆菌标准株DNA制备b]：取一接种环细菌

溶于400“l TE[10 mmol／L嘶s(pH值8．0)，1舳ol／L
EDTA]中，细菌破碎采用珠磨法研磨60 s，12 000

r／min离心5 min，吸取上层液体作为DNA模板。

3．PCR扩增¨】：用引物Tbll(5’一ACC丸蛇GAT
GGT GTG TCC脬3’)和Tbl2(5’．Crr GTC GAA
ccGCATACCCr-3 7)进行PCR扩增，反应体系50山，

其中PCR预混液25¨l，灭菌水20“l，引物TBll和
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TBl2各1¨l，DNA模板3肛l。PCR反应条件设置为

预变性94℃5 min，变性94℃l mill，退火60℃1 min，

延伸72℃1 min，30个循环，最后延伸72℃5 min。

扩增产物用1．5％琼脂糖凝胶电泳，EB染色，紫外灯

下观察结果，产物大小为440 bp。

4．限制性内切酶酶切鉴定HJ：将16¨l PCR产物与

4¨l HaeⅢ酶切体系(包含5 u HaeⅢ和2“l 10×酶切

缓冲液，以及适量的超纯水，赛百盛基因技术有限公

司)充分混匀后，37℃，孵育90 miIl。Bstp I限制性内

切酶酶切鉴定将16“l PcR产物与4¨l Bstp I酶切体

系(包含5 u HaeⅢ和2¨110×酶切缓冲液，以及适量

的超纯水，赛百盛基冈技术有限公司)充分混匀后，

60℃，孵育90 min。4％MetaPhor琼脂糖凝胶电泳，

100 v电压电泳2 h，EB染色，扫描照相。使用

Ⅵsionw6rks Ls软件进行分子量的计算，根据条带泳

动的位置和数量确定不同分枝杆菌菌种的电泳图谱。

结 果

1．卸65基因PCR扩增：共44种(株)分枝杆菌
标准菌株(包括MTBC菌株)，PCR扩增结果全部为

阳性，产物大小均为440 bp(图1)。

注：M：100 bp DNA Ladder；l：H37Rv；2：93006；3：BCG；

4：95014；5：95015；6：95016；7：95017；8：95018

图l部分分枝杆菌标准菌种(株)^印65基闪PcR结果

2．HaeⅢ酶切分析：凰p65基因PcR产物经

HaeⅢ酶切、MetaPhor琼脂糖凝胶电泳可见不同菌

种(株)显示不同的指纹图谱(图2)。

3．Bstp I酶切电泳：凰P65基因PCR产物经Bstp

I酶切、MetaPhor琼脂糖凝胶电泳可见不同菌种

(株)显示不同的指纹图谱(图3)。

4．HaeⅢ和Bstp I酶切电泳分子量计算：根据凝

胶图像上条带泳动的位置，利用Visionwbrks Ls软

件计算酶切条带大小。结合两种限制性内切酶消化

产物的电泳图谱，40种(株)分枝杆菌标准菌株共呈

现36种图谱．其中6株结核分枝杆菌复合体菌株呈

现两种带型，其中包括3株结核分枝杆菌、l株非洲
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注：M：20 bp DNA Ladder；l：9500l；2：95002；3：95003；

4：95005；5：95008；6：95009；7：95012；8：95016；9：95018

图2部分分枝杆菌标准菌种(株)^驴65基因

PcR产物HaeⅢ酶切分析

注：M：20 bp DNA Ladder；1：9500l；2：95002；3：95003；

4：95005；5：95008；6：95009；7：95012；8：95016；9：95018

图3部分分枝杆菌标准菌菌种(株)^甲65基因

PCR产物Bstp I酶切分析

分枝杆菌和1株牛分枝杆菌的指纹图谱一致，l株田

鼠分枝杆菌呈现其独特指纹图谱，34种非结核分枝

杆菌复合体菌株呈现各自独特指纹图谱(表1)。

讨 论

传统的分枝杆菌细菌学分类、鉴定系统主要以

形态和生理生化特征的综合指标为依据，易受多种

因素影响，鉴定结果可靠性差，而且需综合指标，操

作繁琐，鉴定一株临床分离株费时约4周，有明显局

限性。目前，应用分子生物学技术鉴定分枝杆菌菌

种不仅快速可靠，而且具有成本低廉，可建立标准化

操作程序的优点，成为研究快速鉴定分枝杆菌新方

法的热点。针对我国目前的科技水平和临床面临的

紧迫问题，建立快速、可靠、成本低廉的细菌学鉴定

的标准化方法，无疑是迫切需要尽快解决的问题拉J。

相对分子质量65×103热休克蛋白(heat shock

protein)是分枝杆菌的一个主要免疫反应蛋白抗原，

此抗原既含有分枝杆菌菌种独特的表位，也含有不

同分枝杆菌共同的表位，其编码基因凰p65广泛地存

在于分枝杆菌中，该基因核苷酸序列的多态性总体

上大于16S rRNA基凶的多态性，适合用于对分枝杆

菌菌种类型的区分H】。本研究选择伽65基凶上与
保守区相接的一段具有较高多态性440 bp片段，作

为PCR扩增区域。PCR产物经限制性内切酶HaeⅢ

和Bstp I酶切，产生大小不一的片段，在高分辨率琼

脂糖凝胶上呈现不同的指纹图谱，从而判定其菌种

类型。在对电泳条带大小进行计算时，为了避免引

物二聚体的干扰，忽略了<40 bp的条带。本研究的

40种(株)分枝杆菌标准菌株共呈现36种图谱，其中

6株MTBC、3株结核分枝杆菌、1株非洲分枝杆菌和

1株牛分枝杆菌的指纹图谱一致，1株田鼠分枝杆菌

呈现其独特指纹图谱，34种非结核分枝杆菌复合体

菌株呈现各自独特指纹图谱。对于结核分枝杆菌复

合体内菌种之间，由于其遗传特征十分相似b1，因此

除田鼠分枝杆菌外，不能进一步区分。34株非结核

分枝杆菌呈现34种酶切图谱，说明卸65基因具有
很好的区分分枝杆菌菌种的效果，一次PcR，一种或

两种限制性内切酶分析可以鉴定至种。但由于本研

究所采用的分枝杆菌标准菌种数目有限，而目前已

知的分枝杆菌菌种达到百种以上陆】，因此还需要扩

大标准菌株数量，开展进一步的研究。

PcR-RFLP是基于PCR的分子生物学方法[7】，

由于PCR具有灵敏、简便快速、特异的特点，尤其是

少量模板即可进行，临床标本可以直接进行菌种鉴

定，省略了细菌培养的步骤，避免了实验室污染的危

险。PcR．1讧LP涉及的试剂设备简单，价格低廉，耗

时较少，在10 h内完成整个过程，操作步骤简便，易

于进行质量控制和标准化，因此更适用于大规模流

行病学调查以及满足临床快速菌种鉴定的要求。
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