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要"目的
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通过多位点可变数目串联重复序列"

XYZ"

$分型方法!结合流行病学资料!探讨绵阳地区结核分支杆菌的基

因型特征!为本地结核病的防治研究提供科学依据%方法
!

收集结核分支杆菌菌株和患者资料!采用国际上推荐的
$%

个可变串

联重复序列位点进行基因分型!应用
#?F1Q87;?/C
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Z7;C?FD%*+

$软件进行聚类分析!药物敏感性试验采用比例法!率的比较采用
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(

检验%结果
!

共对
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株结核分支杆菌进行了基因检测!结果显示高度的基因多态性%
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株菌分为
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个基因群!以
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群和
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群为主!

)

群占
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群占
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!其它群所含菌株较少%复治患者在
)

群&
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群和其他群中所占比例分别为
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和
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!差异无统计学意义"
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群中菌株耐药率高达
)-*)-U

!明显高于
)

群"

$+*I$U

$和其他群

"
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$!差异有统计学意义"
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$%结论
!

初步证实绵阳地区结核分支杆菌具有明显的基因多态性!主要流行型为
)

群

和
*

群!主要耐药型为
*

群!应加强
)

群和
*

群菌株的流行监控!加强
*

群菌株的耐药性监测%
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结核病仍然是一种严重危害人类健康的重大传染病#已成

为当前全社会主要公共卫生问题之一'

$

(

)据统计#绵阳地区结

核病患病率为
%%(

"

$+

万#涂阳患病率为
((+

"

$+

万#分别高出

全国平均水平
%+*&U

和
%%*%U

#属疫情严重地区之一)近年

来#随着分子生物学技术的进步#以数目可变串联重复序列
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Z1J4

&为分子标识而建立

的多位点数目可变串联重复序列分析$
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XYZ"

&技术由于操作简便*特异性好*重复性高*分辨

率强*数字化结果易于比较#被美国疾病预防控制中心推荐为

结核分支杆菌基因分型的首选方法#目前已广泛用于各地结核

分支杆菌基因分型的研究'

(2)

(

)

由于不同
Z1J4

位点及其组合具有地区差异性#各国学

者都致力于研究适合本地区的
Z1J4

位点组合'
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(

)本研究

采用
XYZ"

基因分型技术#选取国际上推荐的
$%

个
Z1J4

位点'

%

(

#对绵阳地区的
,'

株结核分支杆菌进行了基因分型研

究#以初步了解绵阳地区结核分支杆菌的基因型种类和特征#

并结合流行病学资料#分析了初治与复治患者的基因群分布#

探讨了基因群与耐药的关系)
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资料与方法
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例结核菌株分别来源于江油市和涪城区#
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重庆医学
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基金项目"四川省卫生厅课题资助项目$

+I+($)
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其中江油
('

例#涪城
%+

例)患者年龄
$,

"

,%

岁#平均
&)*&

岁%男
-$

例#女
$I

例%初治
%'

例#复治
(+

例)小学以下文化

程度
)(

例#有肺结核病患者接触史者
$$

例)
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菌株来源
!

,'

株结核分支杆菌菌株由绵阳江油市和涪

城区临床痰标本中分离获得#分别命名为
Xf++$

"

Xf+,'

#由

四川省疾病预防控制中心结核病预防控制所负责传代培养*鉴

定和保存)收集患者的流行病学调查资料#包括性别*年龄*病

史资料和菌株来源等)标准菌株
3),4O

购自中国药品生物制

品检定所)

?*A

!

主要试剂和仪器
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赛百盛公司%
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$
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&分析软件)
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药物敏感性试验
!

采用比例法对
&

种抗结核药物进行药

敏试验#培养基内药物的终浓度分别为!异胭肼
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)耐药标

准!含药培养基菌落数"对照培养基菌落数大于或等于
$U

为

耐药)
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基因分型
!

根据文献'

%

(选择
$%

个串联重复基因位点并

合成引物#引物由上海生工公司合成#结核分支杆菌
01"

的

制备参照文献'
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反应条件!预变性
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%变性
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#延伸
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,(_

#
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#
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统计学处理
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各位点的分辨指数$
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!检测

菌株呈现的
@A4

扩增指纹经
67=2@;F:D:=

N

97;)*$

软件数据

化#通过与
3),4O

进行比较#进一步确定每株菌每个
Z1J4

特异位点重复单元的重复次数#重复次数输入
5S/7=

表格)再

用
#?F1Q87;?/C

$

Z7;C?FD%*+

&数据库软件进行分析#聚类方式

用平均连锁聚类法$

d@6X"

&#根据
/=QC>7;2/Q>FKK

值差异进

行基因分型)采用
\@\\$(*+

统计软件进行分析#运用
3

( 检

验或
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确切概率法进行组间差异比较#以
!

$
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为差

异有统计学意义)
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果
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位点的基因多态性
!

,'

株结核分支杆菌的
XV2

4d

基因分型结果显示#在
$%

个
XV4d

位点中#位点
gd#2

$$E

*
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和
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显示多态性较高#分辨指

数$
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&大于
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#
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多态性最高$
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为
+*II+

&%位

点
XV4d&

*

5J42"

和
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显示多态性相对较低$
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小

于
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&#

5J42A

多态性最低$
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为
+*()&

&%其它
I

个位点显

示中度程度的多态性$
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介于
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"
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&)部分位点的电泳

图见图
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基因型聚类分析
!

经
#?F1Q87;?/C%*+

软件聚类分析#对

,'

株结核分支杆菌分型后#共得到
,

个基因群)

,'

株菌株在

各群中均有分布#其中以
)

群和
*

群所占比例较大#
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群含
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)每株菌株皆独特成

型#有
,'

个独特基因型)将
3),4O

标准株同时进行聚类分析

比对#结果发现
3),4O

的基因型与所有菌株的基因型均不相

同)江油地区
('

株菌中#只有
&

群没有分布#其他
-

个群中皆

有分布)涪城地区
%+

株菌中#

(

群和
,

群没有检出#其他
%

个

群中都有检出#见表
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群*

*

群和其他群在涪城和江油两

个地区的分布没有统计学差异$
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不同菌株在
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位点多态检测结果
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表
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Z1J4

基因分型结果及不同地区分布情况

地区
& ( ) / * + ,

合计

涪城
$ + (& ) ($ $ + %+

江油
+ $ $) $ $( $ $ ('

合计
$ $ ), & )) ( $ ,'

@*A

!

初*复治患者间的基因群分布
!

初治患者
,

个基因型群
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均有检出#复治患者仅检出
)

个基因群)复治患者在
)

群*

*

群和其他群中所占比例分别为
)(*&)U

*

($*($U

和
$$*$$U

)

经统计学分析#两者分布差异无统计学意义#见表
(

)

!!

$标准菌株
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的
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产物为
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不同菌株在
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5J45

位点多态检测结果

表
(

!!

不同治疗阶段的结核分支杆菌
Z1J4

基因群分布

阶段
) *

其他群 合计
3

(

!

初治
(% (- I %'

复治
$( , $ (+ (*(&- +*)(%

合计
), )) ' ,'

@*B

!

基因型与耐药的关系
!

,'

株临床分离结核菌株的药敏

结果显示#敏感菌株
-(

株#耐药菌株
$,

株#耐药率为
($*%(U

)

单耐药菌株
,

株#多耐药菌株
$+

株)耐药菌株集中分布于基

因
)

群和
*

群#

*

群中
$

"

)

多的菌株表现耐药#耐药率高达

)-*)-U

#明显高于
)

群和其他群#两组差异有统计学意义#见

表
)

)

表
)

!!

耐药菌株的
Z1J4

基因群分布

项目
) *

其他群 合计
3

(

!

耐药
& $( $ $,

敏感
)) (( I -( -*',+ +*+)$

合计
), )) ' ,'

耐药率$

U

&

$+*I$ )-*)- $$*$$

A

!

讨
!!

论

结核分支杆菌基因分型技术对结核病流行病学调查*结核

病监测*传染源发现*传播途径*发病机制*耐药机制以及病原

进化的研究均有非常重要的意义'

I

(

)

XYZ"

分型技术利用不同的
Z1J42XV4d

位点进行组

合#包括
5J4

$

7S:/>>:DG78;7

.

7:>C

&位点*

XV4dC

$

8Q>?

.

=7?D2

>7;C

.

7;C7G;7

.

7>?>?O7QD?>C

&位点*

gd#C

$

KF;gQ77DjCdD?O7;C?>

N

FK#7=K:C>

&和
X>QEC

位点'

%

(

)由于各位点重复序列拷贝数在

不同地区*同一地区不同临床分离的结核分支杆菌菌株中存在

多态性#国内外学者都致力于研究适合本地区的
Z1J4

位点

组合'

(2-

(

)

(++-

年
\Q

..

=

N

等'

%

(提出了
XYZ"

分型标准化的建

议#给出了分辨率与金标准
V\-$$+24[Y@

方法接近的
$%

位点

$用于分子流行病学研究&组合和
(&

位点组合$用于系统发育

学研究&的分型方案)虽然国内多地都相继对本地区结核分支

杆菌进行了基因分型的研究#但鲜有采用
\Q

..

=

N

推荐的
$%

位

点组合的报道)

本研究采用
\Q

..

=

N

推荐的
$%

个位点对绵阳地区的结核

分支杆菌进行分子流行病学调查#结果显示各个位点的分辨率

不同#

gd#2$$E

多态性最高#

36V

高达
+*II+

#

5J42A

多态性

最低#

36V

也达到
+*()&

#各位点的
36V

略高于国内相关文献

报道'

&

#

'

(

)对
,'

株结核分支杆菌进行聚类分析#共分为
,

个基

因群#

,'

个独特基因型#初步证实绵阳地区分支杆菌具有明显

的基因多态性#所选
$%

个位点分型效果较为理想#具有较强的

基因分型能力#

$%

位点组合适合绵阳地区结核分支杆菌的多

态性研究)基因群以
)

群$

&-*IU

&和
*

群$

&$*IU

&为主#为绵

阳地区结核分支杆菌主要流行型#这表明绵阳地区结核病的防

控应主要以这两群为主)其它菌株呈散在分布#无流行优势#

考虑个别独立株由于内燃性复燃引起'

$+

(

)

不同来源的监测数据和研究结果显示#中国部分地区已成

为全球耐药结核病的高流行区#耐药结核菌株的传播和流行已

引起广泛重视'

$$

(

)本研究对绵阳地区结核分支杆菌进行了耐

药性检测分析#结果显示该地区耐药结核分支杆菌在临床分离

菌株中占有一定比例$

($*%(U

&#低于全省
(+$+

年第五次结核

病流行病学调查结果$

('*-U

&

'

$(

(

#提示绵阳近年在结核病尤

其在耐药结核的预防和控制中取得了显著成绩)结合基因分

型结果#本研究发现
*

群中菌株耐药率高达
)-*)-U

#显著高

于
)

群$

$+*I$U

&和其他群$

$$*$$U

&#这表明绵阳地区结核分

支杆菌的耐药性主要以
*

群菌株为主#研究结果对指导本地耐

药结核病的防控具有重要意义)研究同时发现
)

群*

*

群和其

他群菌株在绵阳地区分布没有地域差异#复治患者在
)

群中的

比例$

)(*&)U

&高于
*

群$

($*($U

&和其他群$

$$*$$U

&#是否

意味着复治患者与
)

群菌株有着密切关系还有待进一步的研

究证实)
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图高信号或等信号提示病灶为血管源性水肿#但也要考虑
J(

透过效应的影响'

-

(

)本组有
$

例局部病灶
0BV

呈高信号#

"0A

图是低信号#为细胞毒性水肿#随访证实该处病灶恢复正

常#可能与治疗及时有关)如果治疗不及时或不得当#

@45\

的可逆性病变也可转变为不可逆性脑梗死'

,

(

)有文献提出应

用
0BV

*

"0A

图可以判断白质是血管源性水肿还是细胞毒性

的#从而判断病变的可逆性#并指导临床积极*有效的治疗)

文献报道
@45\

除典型的影像学表现外#还有一些不典型

的表现#可以发生在额颞叶*基底节区*小脑*桥脑*延髓*胼胝

体压部等部位'

I2$+

(

#可以和顶枕叶同时发生#部分部位可以单

独发生#其病灶的
AJ

*

X4V

表现与顶枕叶表现一致#经积极抗

血压等有效治疗预后良好*也有些学者认为脑干累及提示病情

严重预后不佳)

@45\

可合并脑梗死*脑出血等改变#提示病

情预后不良)本组
)

例累及两侧额叶*

$

例累及右侧颞叶#由

于与顶枕叶病灶同时发生#容易诊断)认识不典型的表现#对

于
@45\

的早期正确诊断和治疗具有重要意义)

A*B

!

鉴别诊断
!

@45\

需与感染性病变*静脉窦血栓形成*脱

髓鞘性疾病*缺血缺氧性脑病等病变鉴别'

$$2$(

(

)感染性病变

一般呈不对称性发病#其中病毒性可对称#往往为颞*额叶大片

状异常信号#增强扫描可出现多种强化表现#脑脊液检查对诊

断有较大帮助)脑静脉或脑静脉窦血栓形成多表现为双侧顶

叶*枕叶*基底节*丘脑后部受累#

AJ

*

X4V

检查可发现脑静脉

或静脉窦内有血栓征象#可资鉴别)对脱髓鞘性疾病#如肾上

腺白质营养不良#常累及顶枕部脑白质#平扫不易与
@45\

相

鉴别#增强后病灶有-蝴蝶翼.样强化则易与
@45\

相鉴别)缺

血缺氧性脑病可有多种明确病因$如煤气中毒*乙醇中毒*服药

等&#

X4V

上病灶可于双侧顶*枕叶对称性分布#但在侧脑室周

围及基底节区更多见#治疗后不可恢复)

@45\

经治疗后大部

分短期内
X4V

复查病变可明显缩小或完全恢复正常)

@45\

的影像学表现具有一定的特征性#除了对其典型特

征了解外#还要了解其不典型表现#同时需要结合其临床表现*

病因及用药情况#综合分析)早期诊断*治疗对
@45\

具有重

要意义#否则造成不可逆性的神经功能缺失)
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