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!*+!$,+-./0间隔区序列在分枝杆菌
分类鉴定中的应用研究
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摘 要：采用聚合酶链反应（123）技术对分枝杆菌!*+!$,+-./0间隔区序列进行扩增，其产
物经聚丙烯酰胺凝胶电泳（1045），并通过计算机聚类分析，在基因水平上评价其对分枝杆菌
分类与鉴定的意义。退火温度6(7时，123扩增的敏感性为(’’89／":，而(’7时的敏感性为

(;9／":。已通过对$$种分枝杆菌和"种非分枝杆菌的特异性实验，结果表明：扩增条带多集中
在,’’!*’’<;之间，多数受试快速生长分枝杆菌和非分枝杆菌扩增条带多且分子量较大，缓慢
生长分枝杆菌扩增条带相对较少，分子量较小。1045和计算机聚类分析结果显示，分枝杆菌
种间条带特异性的相似性系数均小于#’=，且绝大多数菌种间小于(’=。可将被试菌株鉴定
到种的水平。1045和聚类分析是分枝杆菌分类鉴定的一种快速、有效的方法。
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已报道的分枝杆菌有一百多种，其中一小部分对人与动物有致病性。非结核分枝杆

菌引起的肺部疾病，其临床表现、体征和?线影像酷似结核病，但治疗方案不同。因此菌
种分类、鉴定对于结核病的诊断、治疗和流行病学调查至关重要。

生物学特性及细胞生化试验一直是菌种鉴定的经典方法，各具特有的优点。但这些

方法操作繁杂或敏感性低，或特异性差，而且费时，有其局限性。近年来报道了一些新的

检验鉴定技术：!、./0探针杂交，一种快速可信的菌种鉴定方法，但只能应用于部分分枝
杆菌的鉴定［!］。$、枝菌酸的高效液相色谱或者分枝杆菌类脂的薄层层析都能区分大部
分分枝杆菌，但需要特殊设备［$，,］。,、限制性片段长度多态性（3@:1）分析，这种分析方
法只能鉴定部分分枝杆菌。6、对!*+-./0基因和*(AB热休克蛋白基因进行扩增，然后
对扩增产物进行酶切分析，比较酶切片段的数目和长度，从而对菌种进行鉴定，但在临床

实验室作常规操作比较困难［6，(］。

近年来，人们发现不同菌种!*+&$,+-./0间隔区序列由于所含C3/0的数目及大
小不同，具有长度与序列上的多态性，而且比!*+-./0本身具有更强的高变性，可作为
菌种鉴定的一种新方法。作者对这一方法在分枝杆菌鉴定中的应用价值进行了研究。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌种来源：受试分枝杆菌与非分枝杆菌由中国药品生物制品检定所提供。
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!"!"# 引物：!"#：$%&’((’)*’)((*((’’；!"+：$%&*((’’*()**(**()。根据文
献报道设计，由中国科学院微生物研究所合成。

!"!"$ 仪器及设备：!*,仪为!-公司)./#型，电泳槽购自北京六一仪器厂。结核分
枝杆菌!*,诊断试剂盒由本室提供；单双丙烯酰胺分别购自华美生物工程公司和北京邦
定生物工程公司。01(2345.4与内切酶购自华美生物工程公司。

!"# 方法

!"#"! !*,扩增：参照本室设计的+$!"扩增体系稍作改进。扩增产物经+6琼脂糖凝
胶电泳，紫外检测。

!"#"# 聚丙烯酰胺凝胶电泳：取$!"扩增产物加入等体积载样缓冲液混匀，加入预电泳

7829:的非变性聚丙烯酰胺凝胶中，#;)<-室温电泳+=8"+=$>。溴化乙锭染色+829:，
紫外检测，拍照。

!"#"$ 分子量的计算：参照文献［?］。

!"#"% 变异系数的计算：参照文献［@］。

# 结果

#"! !&’!#$’()*+间隔区序列扩增条件的选择

#"!"! 引物：比较了四种引物浓度，发现#A2BC／!"扩增条带较淡，+A2BC／!"扩增结果
较为理想，7A2BC／!"和DA2BC／!"均有非特异条带出现。

#"!"# 退火温度：比较了四种退火温度。结果表明：D$E扩增带很亮，$8E扩增结果一
般，$$E扩增带很淡，?8E未见任何扩增条带。

图# 分枝杆菌#?F"+7F401(间隔区
序列!*,扩增敏感性（退火温度D$E）
G9HI# )>.J.:J9K9L9KMBN#?F"+7F401(JA3O.4

J.PQ.:O.RM!*,32AC9N9O3K9B:（3::.3C9:HK.2A.4&

3KQ4.D$E）

#IS345.4；+I$:H／!"；7I$88AH／!"；

DI$8AH／!"；$I$AH／!"；?I$88NH／!"；

@I$8NH／!"；TI$NH／!"；UI8NH／!"I

#"# !&’!#$’()*+间隔区序列在不同温度下敏
感性

#I#I! 同一菌种不同浓度01(在不同温度下的
敏感性：纯化的结核分枝杆菌V7@,L株01(用光
密度法测定浓度为TT8:H／!"，用#W)-稀释成不同
浓度。+$!"!*,扩增体系取稀释01(溶液7!"。
退火温度D$E扩增敏感性为$88NH／!"，退火温度

$8E扩增敏感性为$AH／!"，结果见图#。

#"#"# 不同菌种同一浓度01(不同退火温度下
的敏感性：将$:H／!"的++种分枝杆菌U种非分枝
杆菌各取7!"，分别于D$E和$8E进行扩增，D$E
条件下，均可出现扩增，但在$8E时，<*’、猿猴分
枝杆菌（!"#$%$&’）、堪萨斯分枝杆菌、苏加分枝杆
菌（!"#()$*&$）、副偶然分枝杆菌（!"+&,&-.,/)$0
/)%）、蛙分枝杆菌（!",&1&’）、蟾蜍分枝杆菌（!"
2’1.+$、龟分枝杆菌龟亚种、次要分枝杆菌（!"
/,$3$&4’）、淡黄分枝杆菌、土地分枝杆菌（!"/’,0

,&’）和母牛分枝杆菌（!"3&55&’）等#+种分枝杆菌和甲链球菌、卡他球菌（6"
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!"#"$$%"&’(）没有扩出。

!"# $%&!!#&’()*间隔
区序列扩增特异性

将分枝杆菌!"#!$%#
&’()间隔区序列*+,扩增
产物进行*)-.（图$）。由
于*)-.分辨率高，所得条
带较琼脂糖凝胶电泳多，条

带主要集中在%//!"//01之
间，大部分迅速生长分枝杆

菌和非分枝杆菌扩增条带较

多，分子量较大。缓慢生长

分枝杆菌扩增条带相对较

少，分子量较小（表!）。

图$ !"#!$%#&’()间隔区序列扩增特异性
2345$ 678918:3;3:3<=>;!"#!$%#&’()91?:8&98@A8B:80=*+,?C1D3;3:?<3>B

!5)*#+,-$!+&.(’(E%F,G；$5)*,./’(；$5H+-；I5)*(’0’"-；J5K?&L8&；

"5)*1"2("(’；F5)*0"$’"2+0；M5)*’2#$"!-&&+&"$-；N5)*(.$.3+&"!-+05
表$ 分枝杆菌$%&!!#&’()*间隔区序列扩增特异性

6?0D8! 678918:3;3:3<=>;!"#!$%#&’()91?:8&98@A8B:83B)4!.,"!#-$’+00=*+,?C1D3;3:?<3>B
#<&?3B9 (AC08&>;0?BO9 K>D8:AD?&P8347<／01

)*#+,-$!+&.(’(E%F,G ! %/N
H+- $ !%J/ %/N
)*’2#$"!-&&+&"$- $ %JJ %/N
)*(!$.3+&"!-+0 ! %"%
)*(’0’"- ! %/$
)*5"(#$’ I !%!M IIF %/N %/$
)*0"$’"2+0 I J$J %%N %$I %/$
)*3.$#+’#+0 J !!FJ FF" %"% %%N %$I
)*(6+’5"’ " !%!M IN/ %F$ %%N $NJ

$FJ
)*$"2"- % I%F %F$ %%N
)*5.$7.2"- N "!F J/! IIF I$F I/F

%MN %IF %$I $FJ
)*8-2.9’ F F/M J/! I"M IIF I!F

%$I %/N
)*#$’/’"&- F M%$ "/% IIF I$F I!F

%NM %/N
)*(0-50"#’( $ J/! IIF
)*!%-&.2"-9A0915 $ "/% IIF
)*/"!!"- J "/% J/! IIF I$F %JJ
)*#-$$"- " I"M IIF I$F %M/ %!"

$"N
)*9"$"3.$#+’#+0 " "N$ ""! "%! J%F IFN

I$F
)*2.2!%$.0.5-2’!+0 J "!F IFN I!F I/F %"%
)*9%&-’ F !%IN MF! M%$ FNI "!F

"/% J/!
:*/’$’7"2( $ I$F $F!
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续表!
!"#$%&’(’)#*+*%,)+)-&. " "#$ %#! %$% $#& $’"

()& ’%#
/"%#)’%,.)’)$ * *(" *&! $#" $!" ("’
0"#1%&.(1)2% ) !(*( #(( ))! )"! "*#

*’( *!( *&!
/"2&,%&$ $ #(( %"% $’" ()&
3"-(4) % #(( "&) $(" ()& ’))

’*"
5"-2+2,,*24)$ ( *&! (#) ()&
/"#1%&.(1)2% ’ *&! ()&
6"2*,&7)1($2 ! ()#
+,-.：/00.12304-.56.71-87.$*9:

!"# $%&’结果的聚类分析（图(）
将结核分枝杆菌;("<=、偶然分枝杆菌、金色葡萄球菌等不同类型菌株的!%>!’(>

图( 分枝杆菌!%>!’(>7?+/间隔区@A<扩增产物指纹图谱分析聚类树状图
B34:( CD.E28F-.7304,G-D.67,H8E-F,G!%>!’(>7?+/F61E.73089-(:2-+%,)&.IJ@A<15623G3E1-3,0
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!"#$间隔区序列%&’扩增产物%$()重复试验*次，分别算出各条带的分子量。挑选
出几条主要区带根据公式&+,-／.计算出变异系数分别为/0、10、20、10、10。求
出平均变异系数为13450。利用变异系数求出各区带分子量变化范围。利用相似性系
数计算公式-6,（176）／（89:），用不同的聚类方法对数据进行聚类（图2）。虽然不同
处理方式和聚类方法所得的结果稍有差异，但分枝杆菌菌株间相似性系数均小于5;0，
且绝大部分分枝杆菌间相似性系数小于*;0，可鉴定分枝杆菌到种的水平。

! 结论
由于%&’技术受较多因素的影响，我们在对分枝杆菌<4-!12-!"#$间隔区序列

进行%&’扩增时，针对这一序列的特点，对有关实验条件进行比较研究。发现引物浓度

1=>?@／"A扩增效果较好。温度是影响%&’敏感性和特异性的重要因素。由于我们所用
引物较短，且不是分枝杆菌属所特有，所以希望通过提高退火温度来提高特异性。随着温

度的升高，扩增的敏感性明显降低，退火温度/*B，敏感性为*;;CD／"A，*;B敏感性为

*=D／"A。11种分枝杆菌和E种非分枝杆菌在两种退火温度下扩增的结果不同：退火温度

*;B时扩增阳性率较低，为*20，而/*B情况下则受试细菌全部扩增阳性。
据文献［5］报道，缓慢生长分枝杆菌只能扩增出一条条带，分子量在21*!25;:=之

间，迅速生长分枝杆菌能扩增出<!1条分子量在/1;!*1;:=之间的片段。从我们的结
果来看，总体说来扩增片段分子量集中在2;;!4;;:=，多数被试迅速生长分枝杆菌和非
分枝杆菌扩增条带多，分子量较大；缓慢生长分枝杆菌扩增带较少，分子量较少。与国外

报道稍有差别，可能与判别标准有关。

同一扩增产物聚丙烯酰胺凝胶电泳所得条带比琼脂糖凝胶电泳多，信息量大。对不

同种细菌条带数及每一条带的分子量进行聚类分析，只有F&(和结核分枝杆菌G25’H
及胞内分枝杆菌之间，耻垢分枝杆菌、牛分枝杆菌和次要分枝杆菌之间，卡他微球菌和肺

炎球菌之间相似性系数较高，其他各菌之间的相似性系数均小于*;0，可以鉴定到种。
缓慢生长分枝杆菌的纯培养所需时间长，进行菌种分类所需要的各种常规生化实验

有的操作繁杂，或敏感性低、特异性差、耗时长的缺点。"#$探针杂交只能鉴定部分分枝
杆菌，枝菌酸的气相色谱能鉴定5;0的分枝杆菌。而<4-!12-!"#$间隔区序列基本上
能鉴定被试的分枝杆菌标准株，对分枝杆菌临床分离株的试验表明［I］：被试的分枝杆菌
之间<4-!12-!"#$间隔区序列大都有区别，而同种分枝杆菌各临床分离株<4-!12-
!"#$间隔区序列扩增片段完全相同，可用于临床分离株的鉴定。这一方法耗时少，敏感
性高，是鉴定分枝杆菌的一种快速有效的方法。但其研究还刚刚起步，需要不断的改进、

完善操作方法和试验条件，以便为分枝杆菌的分类鉴定提供依据。
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重 要 声 明
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