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·基础论著·

数目可变串联重复序列分子指纹分型法鉴定

北京基因型结核分枝杆菌

金嘉琳　姜昕　翁心华　胡忠义　张文宏

　　【摘要】　目的　探讨数目可变串联重复序列（ＶＮＴＲ）分子指纹分型法在北
京基因型结核分枝杆菌菌株识别中的价值，并与间隔区寡核苷酸分型（Ｓｐｏｌｉｇｏｔｙ
ｐｉｎｇ）法进行比较。方法　对５０株临床结核分枝杆菌行核酸抽提后，以１２个ＶＮ
ＴＲ位点引物分别扩增，对所得的指纹图谱进行分析，并与 Ｓｐｏｌｉｇｏｔｙｐｉｎｇ结果比
较。结果　本研究中采用的１２个 ＶＮＴＲ位点均具有多态性。Ｓｐｏｌｉｇｏｔｙｐｉｎｇ分型
有８８％（４４／５０）菌株为北京基因型。相同 Ｓｐｏｌｉｇｏｔｙｐｉｎｇ基因型的４３株菌用 ＶＮ
ＴＲ可分为２４种基因型。ＶＮＴＲ的各个多态性位点中对北京基因型菌株辨别力
最高的是ＭＩＲＵ２６位点。结论　ＶＮＴＲ可作为结核分枝杆菌分子流行病学调查
的初筛方法，结合Ｓｐｏｌｉｇｏｔｙｐｉｎｇ可进行北京基因型菌株的识别。
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　　分子指纹图谱分析研究发现在结核耐药菌株的感染与传播中，北京基因型菌
株是主要组成成份，约占全世界结核分枝杆菌菌株的１／４，在中国更是占了８０％
以上的比例［１］。由于北京基因型菌株常与耐多药菌株的流行相关，早期识别十

分重要。ＩＳ６１１０ＲＦＬＰ分型技术被认为是结核分枝杆菌基因分型的金标准，是基
于基因组中ＩＳ６１１０插入序列的数目和位置差异而区分不同菌株，已证明有较高
的分辨率和重复性。但是由于其需要高质量和较多数量的ＤＮＡ，操作复杂，实际
应用受到一定限制。近年来发展起来的数目可变串联重复单元（ｖａｒｉａｂｌｅｎｕｍｂｅｒ
ｏｆｔａｎｄｅｍｒｅｐｅａｔｓ，ＶＮＴＲ）指纹分型法建立在多态性的基础上，是一种新型的结核
分枝杆菌指纹分型法，具有简单、快速、分辨率较高等特点。但ＶＮＴＲ分型法与北
京基因型结核分枝杆菌识别的关系尚不清楚。本文应用ＶＮＴＲ方法对临床结核
分枝杆菌菌株进行分型，探讨ＶＮＴＲ分型法在北京基因型结核分枝杆菌识别中的
应用，并与另一种间隔区寡核苷酸分型法（Ｓｐｏｌｉｇｏｔｙｐｉｎｇ）进行比较。

材料与方法

一、菌株来源

本研究所用的５０株结核分枝杆菌菌株由上海市肺科医院菌株库提供。
二、基因组ＤＮＡ提取
患者痰标本处理消化后接种于改良的罗氏培养基上，３７℃培养一个月后，取

少量细菌６０℃水浴过夜灭活。应用上海华舜生物技术有限公司的小量细菌基因
组ＤＮＡ抽提试剂盒（Ｗ６５１１），提取ＤＮＡ溶液约１００μｌ。

三、ＶＮＴＲ法分型
１．多态标记 ＶＮＴＲ位点及引物：选取文献报道多态性比较高的 １２个位

点［２］，各位点重复序列长度在５１～７７ｂｐ，在 Ｈ３７Ｒｖ基因组的位置为５７７１７２～
４３４８４０１ｂｐ。合成相应位点两翼的引物，引物序列如见表１，由上海博亚生物技
术有限公司合成。
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表１　多态标记的ＶＮＴＲ引物序列
引物名称 　　　　引物序列

ＥＴＲＣＦ ５’ＧＡＣＴＴＣＡＡＴＧＣＧＴＴＧＴＴＧＧＡ３’

ＥＴＲＣＲ ５’ＧＴＣＴＴＧＡＣＣＴＣＣＡＣＧＡＧＴＧＣ３’

ＥＴＲＤＦ ５’ＣＡＧＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＡＡＧＡＧＣ３’

ＥＴＲＤＲ ５’ＧＣＧＧＡＴＣＧＧＣＣＡＧＣＧＡＣＴＣＣＴＣ３’

ＭＩＲＵ４０Ｆ ５’ＡＡＧＣＧＣＡＡＧＡＧＣＡＣＣＡＡＧ３’

ＭＩＲＵ４０Ｒ ５’ＧＴＧＧＧＣＴＴＧＴＡＣＴＴＧＣＧＡＡＴ３’

ＭＩＲＵ１０Ｆ ５’ＧＴＴＣＴＴＧＡＣＣＡＡＣＴＧＣＡＧＴＣＧＴＣＣ３’

ＭＩＲＵ１０Ｒ ５’ＧＣＣＡＣＣＴＴＧＧＴＧＡＴＣＡＧＣＴＡＣＣＴ３’

ＭＩＲＵ１６Ｆ ５’ＴＣＧＧＴＧＡＴＣＧＧＧＴＣＣＡＧＴＣＣＡＡＧＴＡ３’

ＭＩＲＵ１６Ｒ ５’ＣＣＣＧＴＣＧＴＧＣＡＧＣＣＣＴＧＧＴＡＣ３’

ＥＴＲＡＦ ５’ＡＴＴＴＣＧＡＴＣＧＧＧＡＴＧＴＴＧＡＴ３’

ＥＴＲＡＲ ５’ＴＣＧＧＴＣＣＣＡＴＣＡＣＣＴＴＣＴＴＡ３’

ＥＴＲＢＦ ５’ＧＣＧＡＡＣＡＣＣＡＧＧＡＣＡＧＣＡＴＣＡＴＧ３’

ＥＴＲＢＲ ５’ＧＧＣＡＴＧＣＣＧＧＴＧＡＴＣＧＡＧＴＧＧ３’

ＭＩＲＵ２３Ｆ ５’ＣＡＧＣＧＡＡＡＣＧＡＡＣＴＧＴＧＣＴＡＴＣＡＣ３’

ＭＩＲＵ２３Ｒ ５’ＣＧＴＧＴＣＣＧＡＧＣＡＧＡＡＡＡＧＧＧＴＡＴ３’

ＭＩＲＵ２４Ｆ ５’ＣＧＡＣＣＡＡＧＡＴＧＴＧＣＡＧＧＡＡＴＡＣＡＴ３’

ＭＩＲＵ２４Ｒ ５’ＧＧＧＣＧＡＧＴＴＧＡＧＣＴＣＡＣＡＧＡＡ３’

ＭＩＲＵ２６Ｆ ５’ＣＣＣＧＣＣＴＴＣＧＡＡＡＣＧＴＣＧＣＴ３’

ＭＩＲＵ２６Ｒ ５’ＴＧＧＡＣＡＴＡＧＧＣＧＡＣＣＡＧＧＣＧＡＡＴＡ３’

ＭＩＲＵ３１Ｆ ５’ＡＣＴＧＡＴＴＧＧＣＴＴＣＡＴＡＣＧＧＣＴＴＴＡ３’

ＭＩＲＵ３１Ｒ ５’ＧＴＧＣＣＧＡＣＧＴＧＧＴＣＴＴＧＡＴ３’

ＭＩＲＵ３９Ｆ ５’ＣＧＣＡＴＣＧＡＣＡＡＡＣＴＧＧＡＧＣＣＡＡＡＣ３’

ＭＩＲＵ３９Ｒ ５’ＣＧＧＡＡＡＣＧＴＣＴＡＣＧＣＣＣＣＡＣＡＣＡＴ３’

　　２．ＰＣＲ反应：菌株分别以１２对引物在不同反应体系中进行扩增。采用５０
μｌ扩增体系，包括上游及下游引物各０．４μｍｏｌ／Ｌ，ｄＮＴＰ２００μｍｏｌ／Ｌ，重组 Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶 ２．５Ｕ（ＴａＫａＲａ），模板 ＤＮＡ２μｌ。于 Ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒｐｅｒｓｏｎａｌ（Ｅｐｐｅｎ
ｄｏｒｆ）ＰＣＲ循环仪上扩增。
３．片段大小及基因型分析：ＰＣＲ产物在１．５％琼脂糖凝胶中，７Ｖ／ｃｍ电压，

９０ｍｉｎ电泳后，经０．５ｍｇ／μｌ溴化乙啶（ＥＢ）染色，紫外光下观察。每５个泳道加
１００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒ及Ｈ３７Ｒｖ标准株以相同引物进行ＰＣＲ扩增的产物作为对照，
直接观察并判读条带的大小。与Ｈ３７Ｒｖ标准株比较并根据各位点重复片段大小
推断等位片段中重复单位的数目。各位点等位片段数目组合成ＶＮＴＲ指纹图谱。

四、Ｓｐｏｌｉｇｏｔｙｐｉｎｇ分型法
参照文献方法稍作修改［３］。以寡核苷酸引物行ＰＣＲ扩增ＤＲ区域。采用２５

μｌ反应体系，反应条件如下：９６℃预变性１５ｍｉｎ；９６℃ １ｍｉｎ，５５℃ １ｍｉｎ，７２℃ ３０
ｓ，３０个循环。扩增产物与一套由４３个膜固定的寡核苷酸杂交，每一个均对应
ＤＲ位点内唯一的间隔 ＤＮＡ序列。杂交后在以２×ＳＳＰＥ［１×ＳＳＰＥ即０．１８
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ｍｏｌ／Ｌ氯化钠、１０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钠以及１ｍｍｏｌ／Ｌ乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）］配
制的０．５％十二烷基硫酸钠溶液（ＳＤＳ）中 ６０℃洗膜 ２次，共 １０ｍｉｎ。然后在
１∶４０００稀释的链霉菌抗生物素蛋白过氧化物酶（ＩｓｏｇｅｎＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司产品）
４２℃孵育４５～６０ｍｉｎ。在以２×ＳＳＰＥ配制的０．５％ＳＤＳ中４２℃洗膜２次，共１０
ｍｉｎ，室温下２×ＳＳＰＥ中漂洗５ｍｉｎ。杂交的 ＤＮＡ以增强的化学发光法检测
（Ａｍｅｒｓｈａｍ公司产品）。

五、统计学处理

应用ＭｉｃｒｏｓｏｆｔｏｆｆｉｃｅＥｘｃｅｌ２００３软件分析和处理结果。ＶＮＴＲ数据分析采用
ＳＰＳＳ８．０软件，系统聚类分析（Ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓ）采用最大距离法（Ｆｕｒ
ｔｈｅｓｔｎｅｉｇｈｂｏｒ），组间距离按绝对值距离（Ｂｌｏｃｋ）进行计算。

结　　果
一、ＶＮＴＲ和Ｓｐｏｌｉｇｏｔｙｐｉｎｇ法基因分型
对５０株临床分离的结核分枝杆菌以 ＶＮＴＲ方法进行基因分型。选取１２个

文献报道的可变重复序列扩增位点，在本研究中的菌株中均具有多态性，各个位

点观察到的等位片段中重复序列数目从 ２～７个不等。基因分型凝胶电泳见
图１～２。等位片段大小及所含重复单位数目可从中推断出来。例如，由图中可
以看出样品１等位片段在ＭＩＲＵ３１位点为７５７ｂｐ，而Ｈ３７Ｒｖ标准株在此位点的等
位片段为６５１ｂｐ（３个重复片段），重复单位序列长度为５３ｂｐ，因此样品１中含有
５个重复单位。

图１　基因分型凝胶电泳图
注：图示 ＰＣＲ产物凝胶电泳部分结果，ＤＮＡ样品（包括
Ｈ３７Ｒｖ标准株）分别从左到右以 ＭＩＲＵ３１、ＭＩＲＵ２３、ＥＴＲＡ三
个位点的引物扩增，１００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ作为参照，１～８
为样品编号
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图２　基因分型凝胶电泳图示等位片段大小及所含重复序列数目对应关系
注：该图为ＭＩＲＵ４０位点各等位片段，泳道７为Ｈ３７Ｒｖ株的扩增产物（１９９ｂｐ），对应重复序列数目为１；泳道
１菌株的等位片段大小为２５３ｂｐ，对应重复序列数目为２；泳道２、３、５、７菌株的等位片段大小为３０７ｂｐ，对应
重复序列数目为３；泳道４菌株的等位片段大小为４１５ｂｐ，对应重复序列数目为５。Ｍ：１００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒ

　　ＶＮＴＲ数字化结果以每个位点所含重复单位数目表示并顺次排列，如Ｈ３７Ｒｖ
标准株的基因型为４４１３２３３６１３３２。５０株细菌ＶＮＴＲ方法共分为２９种基因型，其
中２２种基因型只含有一个菌株，７种基因型含有２株或２株以上菌株称为“簇”，
最大的一簇含有１６株细菌。

以Ｓｐｏｌｉｇｏｔｙｐｉｎｇ方法分型有４４株（４４／５０，８８％）为北京基因型菌株，分为两
个基因型，其中一个基因型只含 １株细菌，另一个基因型含 ４３株细菌。４３株
Ｓｐｏｌｉｇｏｔｙｐｉｎｇ分型为北京基因型的菌株以 ＶＮＴＲ法分为２４个基因型，其中１８个
基因型只含有一个菌株，其他６个基因型中的菌株成“簇”，最大一簇含有１６株
细菌，见图３和表１。

图３　５０株临床结核分枝杆菌的ＶＮＴＲ方法和Ｓｐｏｌｉｇｏｔｙｐｉｎｇ方法分型结果
注：Ｓｐｉｌｉｇｏｔｙｐｉｎｇ方法分型有４４株（８８％）菌株为北京基因型；Ｓｐｏｌｉｇｏｔｙｐｉｎｇ基因型相同的４３株菌株以 ＶＮＴＲ
方法可分为２４种不同的基因型
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　　二、ＶＮＴＲ分型法与北京基因型菌株的相关性
各个ＶＮＴＲ位点的多态性在北京基因型菌株和非北京基因型菌株中是不同

的。北京基因型菌株中多态性最高的位点为 ＭＩＲＵ２６，多形性指数（ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ
Ｉｎｄｅｘ，ＰＩ）为０．３９０；ＰＩ指数最低的为０，位点在 ＥＴＲＢ。北京基因型菌株中大多
数位点的ＰＩ值均较低（＜０．２）。而非北京基因型菌株中除ＥＴＲＥ、ＭＩＲＵ１０、ＭＩ
ＲＵ２３和ＭＩＲＵ２４位点的ＰＩ值为０外，其余位点ＰＩ值相对较高（＞０．２），见表２。

表２　ＶＮＴＲ位点基因多态性与北京基因型菌株的相关性

ＶＮＴＲ位点 位点别称
等位基因多态性ＰＩ

北京基因型菌株（４４株） 非北京基因型菌株（６株） 所有菌株（５０株）

ＥＴＲＡ ０．１２７ ０．４４４ ０．２４１

ＥＴＲＢ ０ ０．４４４ ０．０７７

ＥＴＲＣ ０．０８８ ０．２７８ ０．１１５

ＥＴＲＤ ＭＩＲＵ４ ０．０８８ ０．６１１ ０．１８７

ＥＴＲＥ ＭＩＲＵ３１ ０．２８０ ０ ０．４２８

ＭＩＲＵ１０ ０．１２９ ０ ０．３０２

ＭＩＲＵ１６ ０．０８９ ０．４４４ ０．１４７

ＭＩＲＵ２３ ０．１２９ ０ ０．１１５

ＭＩＲＵ２４ ０．０４４ ０ ０．０３９

ＭＩＲＵ２６ ０．３９０ ０．５００ ０．５１４

ＭＩＲＵ３９ ０．０８８ ０ ０．２７４

ＭＩＲＵ４０ ０．２４９ ０．６１１ ０．３４９

　　注：ＰＩ为多形性指数，计算公式为：１∑ ｆ２（ｆ即菌株中等位片段频率）

讨　　论

北京基因型结核分枝杆菌家族的描述首次出现于１９９５年［１］，之所以这样命

名是由于中国北京地区８５％以上的结核分枝杆菌属于这个家族，在本研究中以
Ｓｐｏｌｉｇｏｔｙｐｉｎｇ法进行基因分型发现有８８％（４４／５０）菌株属于北京基因型家族。可
见目前北京基因型菌株仍是中国主要流行的基因型。Ｓｐｏｌｉｇｏｔｙｐｉｎｇ法进行基因分
型对北京型菌株的识别十分明确，与“金标准”ＩＳ６１１０ＲＦＬＰ法相比对 ＤＮＡ质量
和数量的要求相对较低，操作也比较方便，能够更加普遍地应用。但其缺点是对

北京基因型菌株的分辨率较低。ＶＮＴＲ法在所有菌株中的多形性指数（ＰＩ）为
０．８８８，在北京基因型菌株中的ＰＩ指数为０．８４８，而Ｓｐｏｌｉｇｏｔｙｐｉｎｇ在北京基因型菌
株中的ＰＩ仅为０．０４４。本研究中的４４株北京基因型菌株用Ｓｐｏｌｉｇｏｔｙｐｉｎｇ方法分
型分为２个基因型，其中一个基因型包含一株菌株，另４３株菌表现为同一种Ｓｐｏ
ｌｉｇｏｔｙｐｉｎｇ基因型，而以ＶＮＴＲ法可分为２４种不同基因型。因此，ＶＮＴＲ法因其较
高的分辨率，可弥补 Ｓｐｏｌｉｇｏｔｙｐｉｎｇ不足，将菌株进一步区分，利于对菌株来源、传
播关系等分析，获得有用的信息。

ＶＮＴＲ可作为高度多态性的遗传标记［６］。与 ＩＳ６１１０ＲＦＬＰ相比，其最大优点
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是简便、快速（ＰＣＲ速度），并且可以标准化，便于不同实验室间进行比较［４，５］。但

目前不同研究中所采用的 ＶＮＴＲ位点还未实现统一和标准化，有比较大的随意
性。各位点ＰＩ差别比较大，除了与选取菌株本身的特性有关，还和各位点本身的
分辨率有关。这些ＶＮＴＲ位点对北京基因型菌株的分辨率也有所不同。本研究
中，在所有菌株中分辨率较高的位点为ＭＩＲＵ３１（ＰＩ值为０．４２８）和ＭＩＲＵ２６（ＰＩ值
为０．５１４）。在北京基因型菌株中分辨率最高的是ＭＩＲＵ２６（ＰＩ值为０．３９０），最低
的为ＥＴＲＢ（ＰＩ值为０）。针对特定地区和人群，应选取分辨率较高的位点，所以
有必要进行本地区的流行病学调查［７］。

鉴于其方便、快速以及较高分辨率的优点，ＶＮＴＲ可作为结核分枝杆菌流行
病学调查中的初筛工具，不仅可进行基因型确认，还可结合 Ｓｐｏｌｉｇｏｔｙｐｉｎｇ法鉴定
北京基因型菌株。但由于 ＶＮＴＲ分辨率的局限性，精确分型还得通过 ＩＳ６１１０
ＲＦＬＰ进行确认。
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