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提 要 用人型复合分枝杆菌的特异插入序列,-#!!%和,-!%’!制备探针，对.种限制性内

切酶消化的结核分枝杆菌/01进行杂交。结果表明，经234!酶消化的结核分枝杆菌/01，

用,-#!!%制备的探针进行杂交呈现高度多态性，说明,-#!!%对于人型复合分枝杆菌分型研

究和结核病流行病学研究具有很大价值。用,-#!!%制备的*!&56探针对+#株人结核分枝

杆菌分离株多态性分析研究证实，这些菌株呈现高度/01多态性，而且所含拷贝数也极为

不同，一般含&"!’个拷贝。
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结核分枝杆菌分离株鉴定与分型研究，对结核病的快速诊断、流行病学调查和监控具

有重要意义。研究结果表明，人型复合分枝杆菌（包括人结核分枝杆菌、牛结核分枝杆菌、

非洲型分枝杆菌以及田鼠分枝杆菌）中存在一些插入序列（,-）可做为探针用于结核病的

诊断，同时采用限制性酶切片段长度多态性（7892）技术对人型复合分枝杆菌进行分型研

究。研究最广泛的是与肠杆科中插入片段相类似的插入基因片段，包括,-#!!%、,-"’#和

,-"’&。这些基因片段都只存在于人型复合分枝杆菌中，并以多拷贝形式出现。在人结核

分枝杆菌基因组中，,-#!!%至少有#")%个拷贝［!］，同时少数菌株中含单个拷贝甚至不

含该拷贝［)］，在牛结核分枝杆菌分离株中含有!".个拷贝［!］。

近年发现人型复合分枝杆菌中还含有第二类插入序列,-!%’!，它与,-#!!%极为不

同，但与金黄色葡萄球菌中,-).#相似。,-!%’!也只存在于人型复合分枝杆菌中，拷贝

数为#个。

由于以上插入序列仅存在于人型复合分枝杆菌中，故在聚合酶链式反应（2;7）中可

作为/01模板用于临床标本的结核病诊断。此外由于第一类插入序列在结核杆菌基因

组的位置与拷贝数不同，可用7892技术对人型复合分析杆菌进行分型［+］。作者采用人

型复合分枝杆菌染色体/01中的特异插入序列,-#!!%和,-!%’!为模板，分别选择位于

,-#!!%中’’+"’#.和.#’".’’56处的两个片段［.］和,-!%’!中+*’"+."和##+"
#’.56处的两个片段为引物［*］，利用2;7法分别扩增出*!&56和)+’56的特异基因片

段，将其克隆到6<;!"载体，经荧光素标记，采用-=4>?@A转印技术对标准的人型复合分
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枝杆菌以及临床分离株进行鉴定与分型。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌种：人标准结核分枝杆菌（!"#$%&’($)*+,+）!"#$%和!"#$&株，牛结核分枝杆

菌（!"%*-,+），草分枝杆菌（!"./)&,），偶发分枝杆菌（!"0*’#$,#$1），转黄分枝杆菌（!"
0)2-&+(&3+），胃分枝杆菌（!"42+#’,）瘰疬分枝杆菌（!"+(’*0$)2(&$1），蟾分枝杆菌（!"
5&3*.,），斯氏分枝杆菌（!"+6$)42,6）的国际标准菌株均购自北京结核病胸部肿瘤研究

所细胞免疫室，人结核分枝杆菌临床分离株由新疆结核病研究所检验室经培养和鉴定后

提供。

!"!"# 化学试剂：均为国产。

!"!"$ 内切酶类：购自美国’()*+,%公司。

!"!"% 试剂盒：购自-*+(./%*和’+(012345*+(公司。

!"# 方法

!"#"! 细菌培养：将标准菌株转移至研磨管中，加少许磷酸盐缓冲液用磨棒充分磨成悬

液，转移至改良的罗氏培养基"#6培养7!8周。对临床病人痰液结核分枝杆菌分离是

将痰液置79:%;!溶液（含<9的:3乙酰3=3半胱胺酸）中混匀，室温静置>?*12，最终制

成>?*=@!AB8的磷酸盐缓冲液，8???(／*12离心>?*12，弃上清液，沉淀悬浮于<*=磷

酸盐缓冲液中，取?BC*=或<*=接种于改良罗氏培养基，于"#6培养7!8周。

!"#"# 染色体D:-提取：细菌培养物悬浮于>?*=E4缓冲液（@!8B?）中，8?6灭活

"?*12，8???(／*12离心>?*12收集细菌。加C*=裂解液（>C9蔗糖；C?**)5／=E(1.3!F5，

@!8B?；C?**)5／=4DE-；C??",／*=溶 菌 酶）于"#6 </；加C*=新 配 制 的 消 化 液

（<??**)5／=E(1.3!F5，@!8B?，’()G+12%.+H7??",／*=，<9IDI）CC6>/。加>*=C*)5／

=:%F5，酚／氯仿抽提，乙醇沉淀，离心收集沉淀，溶于E4。

!"#"$ 引物合成：选择位于JIA<<?中887!8AC和CA8!C88碱基对处的引物EK7<：（CL3
FFE，MFM，-MF，ME-，MMF，MEF，MM3"L）和EK7"：（CL3EF-，MFF，MFM，EFF，-FM，

FFM，FF-3"L）；选择位于JI<?8<中7"8!7CN和AA7!A8C碱基对处的引物#：（CL3-F-，

MMF，M-M，FFF，MM-，EFE，MFE，M3"L）和引物$：（CL3MEE，F-M，FEF，MFE，EMF，

MMF，MFE，M3"L）。上述引物均由北京大学生物系合成。

!"#"% 人结核分枝杆菌特异性片段的’F$扩增：以制备的染色体D:-为模板，利用合

成引物在E%OD:-@)5作用下扩增。反应体系及条件如下：C?**)5／=HFJ，<?**)5／=
E(1.3!FJ（@!8B"），>BC**)5／=P,FJ>，Q:E’各>??"*)5／=，引物各<B?"*)5／=，E%OD:-
@)5>BCR，模板D:-<",，加水至<??"=。在’43NA??扩增仪上进行"C次下述循环：N76
>*12>?.，#>6"*12>C.。反应结束将’F$产物降至?6，取>?"=进行>9琼脂糖凝胶

电泳检测。

!"#"& 探针制备与标记：将JIA<<?的特异’F$扩增产物"<#S@和JI<?8<的特异’F$
扩增产物>78S@分别用作杂交探针，用K%*!#分别消化含"<#S@和>78S@的 重 组

@TF<ND:-成线性，纯化后用荧光素标记QTE’随机引物试剂盒标记：<??2,D:-溶于
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!"!#水中，$""%变性&’()，迅速置冰上冷却，加入$"!#的*+,-，&!#引物，$&!#.!/，

$!#012)34酶，56%78。

!"#"$ 93:;82’转印杂交：电泳条件：取$!<的人结核分枝杆菌标准菌株=+>分别用

?@3A"，-B;"，9C1"，DC’."，-E:#酶消化，取!!<临床分离株=+>用-E:#于56%消

化78，!"’>电流$F琼脂糖电泳过夜。以9:G2H@3(12*#C**2H=+>／-E:#，$$67／.C2#
与%／.()*&的混合液及结核分枝杆菌标准毒株I;$75!5作为标准对照。

转印：采用真空转印装置转印约$J&8，用"J7’31／#+C/.固定$"’!"’()，K"%烘烤!8。

分子杂交：将样品膜在L"%’L&%杂交液中预杂交$’!8，加入变性的=+>探针

（$")<／’#）于L&%振荡$!8。杂交后用$M99N／"J$F9=9漂洗膜$’()。在L"%’L&%
下用$M99N／"J$F9=9和"J&M99N／"J$F9=9分别漂洗5次（$"’()／次）。然后进行封

闭，结合抗碱性磷酸酶的抗体复合物（$：&"""稀释）。最后用"J5F,422)O!"漂洗5次

（$&’()／次）。均匀喷涂检测剂，放暗盒，P光片曝光约78，观察结果。

# 结果

#"! 探针杂交法验证Q9$!!%和Q9!%&!在不同的分枝杆菌中存在情况

为了研究在分枝杆菌属中Q9L$$"和Q9$"K$的存在情况，采用上述的5$6RG探针和

!7KRG探针，对用-E:#消化的人结核分枝杆菌株.56AC和.56AE、牛结核分枝杆菌、草

分枝杆菌、偶发分枝杆菌、转黄分枝杆菌、胃分枝杆菌、瘰疬分枝杆菌、蟾分枝杆菌、斯氏分

枝杆菌的=+>进行93:;82’杂交。结果表明以Q9L$$"和Q9$"K$为模板制备的探针只

与人结核分枝杆菌和牛结核分枝杆菌=+>杂交且呈现多条带型，这一结果说明Q9L$$"
和Q9$"K$仅限存在于人型复合分枝杆菌之中（图$，!）。

#"# -NA法验证Q9$!!%和Q9!%&!在不同分枝杆菌中的存在情况

分别以Q9L$$"和Q9$"K$中的一对引物对人标准结核分枝杆菌.56AE、.56AC、牛结

核分枝杆菌、鸟分枝杆菌、草分枝杆菌、偶发分枝杆菌、转黄分枝杆菌、副结核分枝杆菌、胃

分枝杆菌、瘰疬分枝杆菌、蟾分枝杆菌、斯氏分枝杆菌=+>为模板进行-NA扩增。结果

发现Q9L$$"中的引物可扩增出人结核分枝杆菌和牛结核分枝杆菌=+>中的一条5$6RG
片段，而其他分枝杆菌均不出现扩增带；与此同时，Q9$"K$中的引物可扩增出人、牛结核

分枝杆菌=+>中的一条!7KRG片段，而其他分枝杆菌则未出现扩增带（图5，7）。此外，

来自临床的7K份人结核分枝杆菌分离株=+>在-NA扩增中也出现5$6RG扩增带。上

述结果表明，Q9L$$"和Q9$"K$在人、牛结核分枝杆菌诊断中可被选为特异性模板之用。

#"’ Q9$!!%在结核分枝杆菌中的拷贝数和AS#-分析中的应用

使用限制性内切酶-E:#对临床分离株=+>进行消化，该酶在$J5&TR长的Q9L$$"
人结核分枝杆菌插入序列中只有$个位点［L］。用位于-E:#切点右侧的5$6RG=+>探

针杂交，可见&"F的阳性杂交带，条带的减少便于分析。进一步分析7L株人结核分枝杆

菌分离株（图&），表明在这些菌株中呈现高度的多态性，经统计不同的人型复合分枝杆菌

中Q9L$$"的拷贝数也极为不同，分布范围为$’$6，一般含6’$K个拷贝。
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图! 采用"#$%%&中的’%()*探针对+$份

新疆结核病人分离株进行,-./分析

-012! ,-./3435670789-8:;6<70=07853;>789?6@8)3@;><

:0AB;A)>:@A587079:8BC04D0341"47;0;A;>89EF2#8A;G>B

)58;;041H37@3::0>I8A;)6A7041’%()**:8)>

!"# "#$%%&和"#%&’%在人、牛结核分枝

杆菌,-./分析中的应用

在对人、牛结核分枝杆菌标准菌株的

,-./分析中，采用上述的’%()*和J+K)*
探针，对人型结核分枝杆菌标准株L’(,3、

L’(,M、牛结核分枝杆菌NOP的酶切产物

（Q@8,!，/7;!，#35!，F3BL!，/MA"）进

图$ 用荧光素标记的插入序列"#$%%&中的’%()*
探针对人、牛标准结核分枝菌株进行,-./分析

-012$ #8A;G>B)58;3435670789Q@8,!，/7;!，#35!，F3BL

!，/MA"I01>7;>I@G:8B878B35NOP89!"#$%&#’()*+’*,
%(-#*.$/0/L’(,3，L’(,M34I!1%$20/H0;G;G>95A8:>7<
@>0453)>5>I’%()**:8)>
%#’，%R2#;34I3:IB3:S>:（$／L04I%，&%(+，$／L04I%T&%(+）；

+#$2NOPI01>7;>IH0;GQ@8,!89L’(,3，L’(,M，!1%$20/；

(#R2NOPI01>7;>IH0;G/7;!89L’(,3，L’(,M，!1%$20/；

%&#%J2NOPI01>7;>IH0;G#35!89L’(,3，L’(,M，!1%$20/；

%’#%!2NOPI01>7;>IH0;GF3BL!89L’(,3，L’(,M，!1%$20/；

%$#%K2NOPI01>7;>IH0;G/MA"89L’(,3，L’(,M，!1%$20/2

图( 用荧光素标记的插入序列"#%&K%中

的J+K)*探针对人、牛结核分枝杆菌标准株

进行,-./分析

-012( EG>#8A;G>B)58;3435670789Q@8,

!，/7;!，#35!，F3BL!，/MA" I01>7;>I

@G:8B878B35 NOP 89 !1’*%(-#*.$/0/，

L’(,3，L’(,MT!1%$20/H0;G;G>95A8:>7<
@>0453)>5>IJ+K)**:8)>
%#’，%R2#;34I3:IB3:S>:（$／L04I%，&%(+，$／

L04I% T&%(+）；+#$2NOPI01>7;>IH0;GQ@8,

!89L’(,3，L’(,M，!1%$20/；(#R2NOPI01>7;<

>IH0;G/7;!89L’(,3，L’(,M，!1%$20/；%&#

%J2NOPI01>7;>IH0;G#35!89L’(,3，L’(,M，

!1%$20/；%’#%!2NOPI01>7;>IH0;GF3BL!89

L’(,3，L’(,M，!1%$20/；%$#%K2NOPI01>7;>I

H0;G/MA"89L’(,3，L’(,M，!1%$20/2
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行杂交。结果表明：!"#$%探针在进行分型研究时具有很大价值，除&’()!和*+,!消化

-./后所呈现带型不够理想外，其他三种酶产生的带型均呈现多态性。其中*01"的杂

交带型较其他2种酶呈现更多的多态性（图3）。而用425$%探针进行分型研究的意义不

大，因为6种酶切的带型并未呈现出高度的多态性，并且人结核分枝菌株7!#)8和牛结

核分枝杆菌的带型呈一致性（图#）。此外我们也用包括整个9:3"";序列在内的"<3=$
探针对以上!种菌株进行6种酶切多态性分析，并与!"#$%探针杂交结果进行比较，发现

尽管"<3=$的探针也可用于多态性分析研究，但带型数量较!"#$%探针增加一倍，不利于

结果的分析。因此，在对人型结核分析杆菌分离株的)>?*研究中，选用*01"和!"#$%
探针较为适宜。

! 讨论
利用跳跃基因片段对微生物分型令人不解，从遗传角度看这些基因具不稳定性，会引

起移位、缺乏、倒位、重复等基因重排而造成多型性，然而!"#$%&’#()中的-./重复序列

和!*+,(-%#’.-+&/01&23.3-+&#-以及结核分枝杆菌的插入序列在菌型分析和流行病学研

究中却显示出极有价值［3，#］。从我们及国外学者的研究中得知，这种插入序列对结核分

枝杆菌分离株的分型研究呈现出的高度多态性，也说明这些插入序列可能极不稳定，而且

在分枝杆菌中不停地移动［#］。

本项研究证实9:";5"仅存在于人型复合分枝杆菌，无论是探针杂交结果，还是*@)
扩增结果都证实了这点，这与国外有关材料的报道结果并不尽一致。国外有些材料报道

9:";5"除存在于人型复合分枝杆菌中外，也存在于蟾分枝杆菌属的慢生菌中，二者之间

在分类关系学方面并非密切相联。尽管9:";5"在人型复合分枝杆菌中普遍存在，但其所

起的作用仍不清楚，可见蟾分枝杆菌和人型复合分枝菌中是否存在某种联系也不清楚。

国外报道［5］，从澳大利亚的两个州分离到的一批人结核分枝杆菌菌株中只含一个或

不含9:3"";，若是人结核分枝杆菌当中不含该插入序列，那么用9:3"";进行结核分枝杆

菌的)>?*研究和结核病流行病学调查就是一个值得考虑的问题，目前我们尚未遇到类

似问题。
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［2］:((LDCEAC-P，7ANO8C+*QG，RA788+*&Q-.#$"4*/+(#$*5!$&(&’6&’+*%&*$*7,，"HH4，!$（#）："##4#"###I
［6］.(L,A>:，GA,’F(’=B，G’E(S8CT&-.#$"4*/+(#$*5!$&(&’6&’+*%&*$*7,，"HH!，!#（#）："####"#54I
［3］:((LDCEAC-P，RA788+*&Q，788E+O8T-.#$"4*/0#$*5!$&(&’6&’+*%&*$*7,，"HH2，!"（";）：4246#42!!I
［#］:((LDCEAC-P，7ANO8C+*QG，RA788+*&Q-.#$"4*/0#$*5!$&(&’6&’+*%&*$*7,，"HH"，"%（""）：46#5#4653I
［5］U1AC?JQ，)(++B@，T8’=+(CJG-.#$"4*/0#$*5!$&(&’6&’+*%&*$*7,，"HH!，!#（3）："3"6#"3"5I
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!"#$%#!%&#’(%)%$*(%+’+)!"#$%&#’()*+!’+%()#+,$-*-
,%(-%’!#.(%+’#/#0#’(!

!"#$%&’
（!"#$"%#&’(%)*+,-.’#"+%/0("*#(*，1#23"343*-.5*3*6"#%6,，768+9"()****）

+#,-&.#"&
（!"#$"%#&1#23"343*-.:4;*6(4/-2"2，768+9"()***/）

0-,#"&
（!"#$"%#&’(%)*+,-.’#"+%/0("*#(*，<"#"236,-.’&6"(4/346*=*,>%;-6*3-6,.-6’#"+%/15*3*6"#%6,?"-3*(@#-/-&,，768+9"()****）

23"&’4"&5-
（A@"#%’&6"(4/346%/B#"C*62"3,，?"-/-&,A-//*&*，?*"$"#&/***67）

!38&9%&’5-
（A@"#%’&6"(4/346%/B#"C*62"3,，D%3"-#%/>%;-6%3-6,.-6’&6";"-3*(@#-/-&,，?*"$"#&/***67）

*1234563 :38;&<8=>#%&?8@-8&A8（;?）8.8B8&>;?C//*"&D;?/*(/%5<E34;*6(4/-2"2A%BE.8F
G8=8-<8D"<>8BE.">8>%E=8E"=8E=%H8<5%=>IE#&’<>="#&<HIB8"&<%5=8<>=#A>#%&5="’B8&>.8&’>3
E%.IB%=E3#<B<（JK+L）M!3=%B%<%B".NOP%5<E34;*6(4/-2"2$)QJ"，$)QJR，<E;-C"2D#’8<>8D
G#>3SA%J!，L<>!，?".!，T"B$!，LR-" G"<<-HU8A>8D>%?%->38BT.%>"&".I<#<0#>3."H8.8D
)/QHE5=%B;?C//*"&DV7(HE5=%B;?/*(/M:38=8<-.><#&D#A">8D>3">5%=<E34;*6(4/-2"2A%BE.8F，

;?/*(/A"&&%>H8-<8D>%>IE8<>="#&<，;?C//*A"&H8-<8D>%D#<>#&’-#<3<>="#&<#&>%H=%"D’=%-E<
"&D#<"&8FA8..8&>8E#D8B#%.%’#A".>%%.5%=<>-DI#&’%->H=8"W<MP&#&R8<>#’">#%&%55%=>IX<#F<E34F
;*6(4/-2"2#<%.">8<HI;?C//*JK+L=8R8".8D>3"><E34;*6(4/-2"2<>="#&<&%>%&.I"=8%53#’3.IE%.IX
B%=E3#A，H->".<%"=8E=8<8&>#&B-.>#E.8A%E#8<="&’#&’5=%BQ>%/(A%E#8<M
789:;4<2 <E34)*6(4/-2"2，;&<8=>#%&<8@-8&A8（;?），JK+L
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