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目的
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分析
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转录间隔区"
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$序列!为临床分离株的鉴定

提供参考%方法
!

用
"<(0!&(GWR;]>(

序列分析法对
'%

株分枝杆菌国际标准株进行分析!构建系统发育树!计算

相似性百分比%结果
!

除灰尘与微黄分枝杆菌#田野与千田分枝杆菌#抗热与副偶然分枝杆菌!奥布与母牛结核分

枝杆菌#杜氏与猪分枝杆菌#金色与东海分枝杆菌!海与溃疡分枝杆菌&科莫斯分枝杆菌#

!

株结核分枝杆菌与田鼠

分枝杆菌&非洲分枝杆菌的
"<(0!&(GWR;]>(

序列完全相同无法鉴别外!其他各分枝杆菌菌种间
"<(0!&(GWR;

]>(

序列均不相同!可以得到很好的鉴别%结论
!
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序列分析是一种很好的鉴定分枝杆菌的方法!

国际标准株
"<(0!&(GWR;]>(

序列的研究弥补了基因数据库的不足%
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转录间隔区$

]>(

&序列分析是近年来发

展起来的一种基于分子水平上的菌种分类-鉴定方法#其序列

较短且多态性高于
"<(GWR;

#能将表型特性极相似-难于鉴

别的菌种区别开来+

"

,

#是非常适合应用于流行病学-诊断学-毒

理学与生物学分类方面的研究方法+

!

,

)但
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#

!&(GWR;

]>(

序列分析要想成为一种临床检测的常规方法#还需要一个

强大的质控序列数据库+

&0%

,

%而目前的数据库还不够完善#甚至

数据库的有些信息是错误的+

'

,

#这在一定程度上限制了分子鉴

定技术的临床应用性)分枝杆菌国际标准株为国内外分枝杆

菌研究的标准对照株#起实验质量控制作用)但到目前为止少

见国际标准株
"<(

#

!&(GWR;]>(

序列分析的系统研究报

道)本研究的目的在于分析
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株国际标准株
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!&(
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全序列#以补充基因数据库中尚未公布的部分分枝

杆菌基因#为实现
"<(

#
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序列分析方法的常规

性提供了重要的基础条件)
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材料与方法

$#$

!

实验菌株
!

实验所用国际标准菌株
'%

株$共
'"

种其中

包括
&

株结核分枝杆菌#

!

株母牛结核分枝杆菌&均由
;>99

引进#并在中国药品生物物制品检定所保存)

$#/

!

聚合酶链反应$

X9W

&引物和测序引物
!

上游引物$位于

"<(GWR;

第
"&5$

#

"%$=

位核苷酸&!

'g0>>a>;9;9;99a

999a>9;0&g

%下游引物$位于
!&(GWR;

第
!&

#

%%

位核苷

酸&!

'g0>9>9a;>a99;;aa9;>99;990&g

)上-下游

引物之间扩增片段包含完整的
"<(0!&(GWR;]>(

核苷酸序

列)测序引物
'g0a;;a>9a>;;9;;aa0&g

)引物均由上

海英俊生物工程有限公司合成)

$#'

!

方法

$#'#$

!

LR;

制备
!

将实验菌株接种于改良罗氏培养基斜面

上#慢生长分枝杆菌
&4h

或
!=h

培养
!

#

&

周#快生长分枝杆

菌培养
'

#

4E

)将培养物混悬于
"+O$#5T

生理盐水中#

"!$$$G

"

+1H

离心
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弃上清液#加入
!$$

$

O>/

缓冲液#

"$$h

煮沸
"'+1H

#

%h"!$$$G

"

+1H

离心
!$+1H

#取含有
LR;

的上清液置于另一灭菌
/X

管中于
Z!$h

保存备用)

$#'#/
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X9W

扩增
!

在
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$

O

反应体系内
X9W

扩增#
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3CFF,G'
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#上游引物和下游引物终浓度各
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聚合酶
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#
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模板
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)扩增条件!
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预变性
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纯化与测序
!

使用
>A\AGA

公司生产的
L:=$';

纯化试剂盒回收纯化目的
LR;

#所有
LR;

样品送上海生工生

物工程公司做上-下游序列测序#并将双向结果拼接后得到最

准确序列)

$#'#1

!

核苷酸序列分析
!

对所测定序列用
9BC*7AB-"#=&

软

件进行同源性多序列比对#并用邻位相连法$

R,1

N

D3?CG[?1H0

1H

N

#

R0[

法&绘制
"<(0!&(GWR;]>(

序列聚类分析树状谱#使

用
LR;(7AG

的
8,

N

;B1

N

H

软件计算相似性百分比)

/

!

结
!!

果
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株分枝杆菌标准株
"<(0!&(GWR;]>(X9W

扩增
!

成

功完成
'%

株分枝杆菌的
"<(0!&(GWR;]>(X9W

扩增#均得

到
&$$

#

'$$3

K

的
LR;

片段#与目的条带大小相符#见图
"

)

!!

注!

$

为
LR;

分子量质量标准
LO!$$$

%

"

为阴性对照%

!

#

"$

为分

枝杆菌
LR;

)

图
"
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分枝杆菌
"<(0!&(GWR;]>(X9W

扩增结果
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株分枝杆菌标准株
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序列测定
!

完

成
'%

株分枝杆菌
"<(0!&(GWR;]>(

的上-下游序列测定#得

到其双向拼接结果#快生长分枝杆菌为
!54

#

%<<3

K

#慢生长分

枝杆菌为
!4"

#

&=!3
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)
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株分枝杆菌之间
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序列分析
!

通过

'%

株$共
'"

种&分枝杆菌之间同源性序列比对#绘制
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GWR;]>(

序列聚类分析树状谱#计算株间相似百分比#发现

其中
"5

株$共
"=

种
=

组&分枝杆菌#即灰尘$

5'$&$

&与微黄分

枝杆菌$

5'$%$

&%田野$

5'$%&

&与千田分枝杆菌$

5'$%<

&%抗热

$

5'$!'

&与副偶然分枝杆菌$

5'$&<

&%奥布$

5'$&'

&与母牛结核

分枝杆菌$

5'$'"

&%杜氏$

5'$!5

&与猪分枝杆菌$

5'$&5

&%金色

$

5'$!4

&与东海分枝杆菌$

5'$&=

&#海$

5'$"%

&与溃疡分枝杆菌

$

5'$$%

&-科莫斯分枝杆菌$

5'$&&

&%

!

株结核分枝杆菌$

5'$'&

-

5'$'%

&与田鼠分枝杆菌$

5'$%=

&-非洲分枝杆菌$

5'$%5

&
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序列相互之间完全相同无法鉴别#其他
&'

株

$共
&'

种&分枝杆菌核苷酸序列长度及排列具有较高变异性#

"<(0!&(GWR;]>(

序列相似性百分比为
%%#$T

#

55#<T

#快

生长分枝杆菌核苷酸序列长度为
!54

#

%<<3

K

#慢生长分枝杆

菌为
!4"

#

&=!3

K

)在整个
]>(

核苷酸序列内种与种之间仅含

两个分枝杆菌属保守片段#均含有变异较大的种特异性序列)

'
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讨
!!

论
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序列分析与传统生化方法相比#

a9

和高效液相色谱法可以做到快速鉴定#但是两者都需要昂贵的

实验仪器#检测结果依赖于分枝杆菌标准的生长状态#容易受

不同温度-不同培养基的影响#结果分析通常比较困难)
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!&(GWR;]>(

分析并不需要标准的生长状态#其更准确-更实

用)李国利等+

<

,报道
a9

和
2XO9

不能鉴别
8#7G1

K

B,-

和
8#

F?G7C17C+

#

8#6D,B?HA,

和
8#A3*6,**C*

#

8#A@1C+

和
8#1H7GA0

6,BBCBAG,

#在本研究中
"<(0!&(GWR;]>(

序列分析可以将其鉴

别)但同时又发现其中
"5

株$共
"=

种
=

组&分枝杆菌无法鉴

别#而以前同类的研究中仅发现结核分枝杆菌复合群之间无法

鉴别#这可能与以前研究中涵盖的国际标准株数太少有关#要

想对
=

组
"<(

#

!&(GWR;]>(

基因序列完全相同的分枝杆菌加

以鉴别可能还要探索其他更有效的方法)
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株国际标准株

"<(0!&(GWR;]>(

分析结果表明#该序列分析能将结核分枝杆

菌和非结核分枝杆菌相鉴别#将大部分
R>8

鉴定至种的水平#

能将在
"<(GWR;

水平上不能鉴别的堪萨斯分枝杆菌与胃分枝

杆菌#塞内加尔与产鼻疽分枝杆菌相鉴别#这与李国利等+

4

,报道

相同)但
"<(0!&(GWR;]>(

和
"<(GWR;

均不能鉴别海与溃疡

分枝杆菌#这与李国利等报道的不同)

"<(

#

!&(GWR;]>(

被

认为是最适合-最有潜力设计鉴别分枝杆菌密切相关种探针的

靶基因+

=

,

#本研究进一步证实此方法的可靠性和实用性)

"<(0!&(GWR;]>(

序列分析要想成为一种临床检测的常

规方法#还需要一个强大的质控序列数据库%而目前的数据库

还不够完善#甚至数据库的有些信息还是错误的)

a,HQAH\

中

也只能查到个别分枝杆菌标准株的
"<(0!&(GWR;]>(

序列#

这在一定程度上限制了分子鉴定技术的临床应用性)国际标

准株为国内外分枝杆菌研究的标准对照株#起实验质量控制作

用)但到目前为止少见国际标准株
"<(

#

!&(GWR;]>(

序列

分析的系统研究报道)本研究为实现
"<(0!&(GWR;]>(

序

列分析方法的常规性提供了重要的基础条件)

'%

株国际标准

株为中国药品生物制品检定所收藏株#本研究对标准株
"<(0

!&(GWR;]>(

序列研究与公布及实现国家医学微生物资料共

享试点中分枝杆菌资源共享有一定的参考价值)
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!

子宫内膜异位症患者血清
]O0!

-

]O0<

-

D*09WX

和
>R̂0

!

水平进行相关性分析
!

结果呈明显负相关$

!

值分别为

Z$#&"=%

-

Z$#%4!!

-

Z$#'"&=

#

#

"

$#$"

&)

'

!

讨
!!

论

]O0!

是由辅助性
>

淋巴细胞产生的一个十分重要的免疫

调节因子#具有促进
>

淋巴细胞增殖的诱导
OA\

细胞#促进
Q

淋巴细胞产生抗体#促进
>

淋巴细胞杀伤作用以及增强自然

杀伤$

RM

&细胞活性等作用#国内已见有多篇文献报道+

!0&

,

)自

身免疫性疾病-血液病-肿瘤患者均有明显的血清
]O0!

水平降

低)本研究结果表明#子宫内膜异位症患者血清
]O0!

水平显

著低于健康对照组#差异有统计学意义$

#

"

$#$"

&#经中西医

结合治疗
&

个月后与健康对照组比较#差异无统计学意义

$

#

#

$#$'

&)其降低的机制可能是患者产生
]O0!

能力和对
]O0

!

水平的反应性均有不同程度降低之故)

]O0<

是机体内许多细胞产生的一种具有多种生物学活性

的刺激因子#为机体复杂的细胞因子网络中的一个重要成员)

]O0<

为多种细胞表现的复杂的生物学功能#在正常情况下调

节免疫应答#而在病理状态下#其浓度的升高可引起免疫性疾

病的损伤)本研究结果表明#子宫内膜异位症患者血清
]O0<

水平显著高于健康对照组#差异有统计学意义$

#

"

$#$"

&#经

治疗
&

个月后则与健康对照组比较#差异无统计学意义$

#

#

$#$'

&)分析其原因可能是患者存在有细胞免疫抑制#

>

-

Q

淋

巴细胞比例失衡之故)另一原因可能是患者体内巨噬细胞在

吞噬或细胞抗原物质时#本身产生一些细胞因子)其中
]O0<

又作用于血管内皮细胞#在正常情况下#可起到抗感染作用#而

在病理状态下可导致病理性损伤#促进了疾病的发生与发

展+

%

,

)

9WX

是在人体肝脏合成中一种典型的急性期反应蛋白#

在组织损伤-放疗或急性感染后人血液中该蛋白浓度会显著升

高#被称为是急性时相反应蛋白+

'0<

,

)

9WX

对外界病原体和伤

害细胞具有特异的识别功能#能结合于损伤部位#激活补体系

统#消除外界病原体和伤害细胞#加快机体的康复)本研究结

果表明#子宫内膜异位症患者血清
D*09WX

水平显著高于健康

对照组#差异有统计学意义$

#

"

$#$"

&#经治疗
&

个月后则与

健康对照组比较#差异无统计学意义$

#

#

$#$'

&)其升高的原

因#作者认为是
9WX

可能与脂蛋白结合#由经典途径激活补体

系统#产生大量的终末攻击复合物和终末蛋白
9'<0X

造成血管

内皮损伤%

9WX

可与单核细胞-粒细胞的
9WX

受体结合#使之

浸润-聚集#产生细胞因子#造成血管损伤)是否还有其他因素

影响#尚待进一步研究和探讨)

>R̂0

!

主要由单核
0

巨噬细胞产生#具有双重的生物学作

用+

4

,

#一方面是机体的免疫防护的重要介质#另一方面可参与

机体的免疫病理损伤#在一些疾病的发生和发展中起重要的作

用)本研究结果表明#子宫内膜异位症患者血清
>R̂0

!

水平

显著高于健康对照组$

#

"

$#$"

&#经治疗
&

个月后则与健康对

照组比较差异无统计学意义$

#

#

$#$'

&#其升高的机制作者认

为是由于患者机体的防御能力降低#刺激单核细胞产生
>R̂0

!

#因而造成血中
>R̂0

!

水平的升高%

>R̂0

!

能加强吞噬作用#

引起机体大量而迅速释放超氧化物#因而造成血中
>R̂0

!

水

平的升高#是否还有其他因素参与尚待探讨)

本研究结果还表明#子宫内膜异位症患者血清
]O0!

-

]O0<

-

D*09WX

和
>R̂0

!

水平呈明显负相关)

总之#作者认为子宫内膜异位症的发生与发展与血清
]O0

!

-

]O0<

-

D*09WX

和
>R̂0

!

水平密切相关#有重要的临床价值)
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