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摘  要 

结核分枝杆菌(MTB)的基因分型在结核病预防领域具有重要作用，可用于追踪疾病的传播并揭示社区中

的传播链，并确定传播的危险因素，以指导结核病控制的公共卫生干预措施。结核杆菌基因分型方法，

传统方法有三种：IS6110-RFLP分型方法，曾是公认的MTB基因型分型的“金标准”，但其操作要求较

高，需依赖大量优质基因组DNA，过程繁琐，且生成自然条带，结果分析复杂。相比之下，间隔区寡核

苷酸分型(Spoligotyping)，因其方法便捷，重复性高，在结核病流行病学研究中占据了重要地位，只需

要少量的DNA，结果是数字形式表示，但分辨力相对较差。多位点可变数目串联重复序列分析(MIRU-
VNTR)，重复性、灵敏度和特异性均高，不需要高度纯化的DNA，数字化结果。全基因组测序，单核苷

酸差异性检测，分型具有高通量、高分辨率和结果准确性高等优点，在结核分子流行病学上的应用非常

广泛，有望成为MTB基因分型的下一个金标准。 
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Abstract 
Genotyping of Mycobacterium tuberculosis (MTB) genotyping plays a critical role in tuberculosis 
prevention, enabling the tracing of disease transmission, uncovering transmission chains within 
communities, and identifying transmission risk factors to guide public health interventions for tu-
berculosis control. Traditional MTB genotyping methods include three approaches: IS6110-RFLP 
genotyping, previously regarded as the “gold standard” for MTB genotyping, demands high opera-
tional expertise, requires large amounts of high-quality genomic DNA, entails complex procedures, 
and produces natural banding patterns, making result interpretation challenging. interpretation. 
In contrast, Spoligotyping has become widely used in tuberculosis epidemiological studies due to 
its convenience and high reproducibility. It requires only small amounts of DNA and generates dig-
ital results, though it offers relatively lower resolution. Multilocus Variable Number Tandem Repeat 
Analysis (MIRU-VNTR) provides high reproducibility, sensitivity, and specificity, and does not re-
quire highly purified DNA, yielding digital results. Whole-genome sequencing, coupled with single 
nucleotide variation detection, provides high-throughput, high-resolution genotyping with excep-
tional accuracy. Its widespread use in molecular tuberculosis epidemiology positions it as a prom-
ising candidate for the next gold standard in MTB genotyping. 
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1. 引言 

结核病由结核分枝杆菌(Mycobacterium tuberculosis, MTB)感染，并诱导机体产生迟发性变态反应的

慢性消耗性炎症反应性疾病，可累及侵犯全身多个部位或器官。2024 年 10 月 29 日世界卫生组织(WHO)
发布《2024 年全球结核病报告》，2023 年，全球新发结核病患者 1080 万，较 2022 年略有增加。2023 年，

全球共有 125 万人死于结核病。我国 2023 年估算的结核病新发患者数为 74.1 万，在 30 个结核病高负担

国家中发病数位列第三位。当前，全球范围内结核病的预防和控制工作与世界卫生组织(WHO)和联合国

共同提出的“终结结核病战略”所设定的目标相比，仍有很大差距[1]。 
结核分枝杆菌起源于非洲，并随着人类的迁移扩散至世界各地，逐渐演化成现今流行的九大主要谱

系[2]，我国广泛流行的北京家族菌株属于第二谱系。在中国，大多数患者的结核病是由结核分枝杆菌谱

系 2 和谱系 4 引起的，它们都比其他谱系分离株更具致病性，常引起全球性耐多药结核病(multidrug-
resistant TB, MDR-TB)/广泛耐药结核病(extensively-resistant TB, XDR-TB)大范围传播[3]。同种而不同亚型

的微生物，在致病性、耐药性等生物学特性上可能存在显著差异。 
基因分型不仅有助于我们了解疾病的流行病学方面，而且有助于通过菌株分类对患者进行临床管理，

这使得结核分枝杆菌遗传标记与重要的临床后果相关联，例如耐药潜力、治疗失败或高传播性。依据菌

株簇的定义，指的是高相似度分型特征的结核分枝杆菌群体。当患者群体中结核分枝杆菌形成簇时，通

常意味着感染相同的传染源[4]。结核分枝杆菌分型为结核病疫情防控提供理论依据，针对地区分析不同

菌株的地域分布情况，揭示结核病流行趋势；针对群体区分群发与散发，查证传播途径，锁定传染源，
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防止继续传播；针对个体区分内源性复发或外源性再感染，区分原发性耐药或获得性耐药；针对菌株深

入研究不同菌株的传播水平、耐药相关因素，化解治疗困境；针对大数据形成基因型数字网络，菌株基

因密码透明化，分子流行病学利用分子生物学技术与流行病学交叉相融合，实现精准防控。 
在结核分枝杆菌复合群(Mycobacterium tuberculosis complex, MTBC)的基因组中已鉴定出许多重复序

列，包括转座元件、可变数目串联重复序列、三核苷酸重复序列、散在分布重复单位和直接重复序列区

域[5]。利用这些重复序列设计出了多种分型方法，传统的 MTB 基因分型方法(例如，IS6110-RFLP、
spoligotyping 和 MIRU-VNTR)可以发现患者的传播链。目前，全基因组测序可以在全基因组水平上识别

序列变异，具有更高的鉴别力，更有利于了解耐药性、毒力和结核病进展之间的相关性，显然，该技术

将成为结核病分子流行病学研究中基因分型方法的新金标准[6]。本文综述了几种基因分型方法的遗传学

背景及应用情况，希望对研究者在选择时有帮助。 

2. IS6110-RFLP 分析方法 

限制性片段长度多态性(IS6110-RFLP)分析方法是基于结核杆菌基因组中存在重要的重复序列，插入

序列(insertion sequence, IS)，设计了 IS6110-RFLP DNA 指纹。1990 初 Thierry [7]等人首次描述了结核分

枝杆菌插入序列 IS6110，发现该插入序列对属于结核分枝杆菌复合体的分枝杆菌具有特异性。IS6110 属

于 IS3 系列移动元件，长度为 1355 bp，在大多数 MTB 菌株中有 0~25 个拷贝，并且它们在基因组中的位

置在不同分离株之间变化很大。基因组内拷贝数和位置的差异是 IS6110 高度多态性的原因，并且该序列

可用作结核分枝杆菌菌株基因分型的特异性分子标记[8]。 
该方法使用 PvuII 限制性内切酶进行基因组 DNA 消化，该限制性内切酶将 IS6110 序列切割成片段。

将这些片段电泳、转膜、变性，与标记过的探针进行 Southern 杂交，洗膜，即可分析其多态性结果。该

方法曾是公认的 MTB 基因型分型的“金标准”，但该技术需要大量高质量的基因组 DNA，工作繁琐，

结果是自然的条带，人工分析难度大[9]。此外，该方法在应用于基因组中具有 0~5 个 IS6110 序列拷贝的

菌株分型时具有相当大的局限性。为了弥补其存在的不足，研究者们又发现一些新的插入序列来进行分

型。IS1081-RFLP 引物已广泛应用牛结核分枝杆菌(Mycobacterium bovis)的诊断试验，由于 IS1081 靶点的

多拷贝特性，被证明比 IS6110 检测具有更高的分析灵敏度，IS1081 在牛分枝杆菌中的图谱具有多态性，

而在人型 Mtb 中仅有 6 个拷贝数，因此可作为鉴别牛型与人型的依据[10]。结核分枝杆菌复合体基因组

中非常丰富的重复序列是富含 GC 的多态性重复序列(PGRS)，PGRS 元件存在于染色体上的 26~30 个位

点，由许多串联重复组成，长度为 96 bp，PGRS-RFLP 方法是对具有少量序列 IS6110 拷贝或缺乏该序列

的结核分枝杆菌复合体菌株分型的补充[11]。 

3. 间隔寡核苷酸分型(Spoligotyping) 

Spoligotyping 的方法是根据在结核分枝杆菌中存在直接重复(Direct Repeat, DR)区，DR 区间的寡核

苷酸序列呈多态性而构建的，DR 区域扩增的基因分型方法，它是一种相对简单、快速、经济高效且基于

高通量聚合酶链反应(PCR)的 MTBC 菌株分型方法[12]。DR 区域是研究最广泛的基因座之一，由直接重

复序列 36 个碱基( base pair, bp)组成，和独特的间隔序列(34 至 41 bp)组成，这些序列统称为直接可变重

复序列(Direct Variable Repeat Sequences, DVR)序列。MTBC 菌株中的直接重复区域由多个直接变异重复

序列(DVR)组成，先前研究已经表明，由于 DVR 的可变存在，临床分离株在 DR 区域显示出广泛的多态

性，并且这种多态性已用于结核病的流行病学。DR 区域通过同源重组、单核苷酸突变和 IS6110 元件整

合导致 DVR 序列缺失而进化。这些事件被认为是单向的，并且会随着时间的推移而发生，使 DR 区域成

为研究结核分枝杆菌复合体的进化和流行病学的信息位点[13]。 
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Spoligotyping 流程设计了一种特殊的寡核苷酸探针，并将其固定在尼龙膜上。引物用地高辛标记，

将扩增产物与膜上探针进行反向杂交，通过增强化学发光试剂盒进行检测，探针的数量和类型随菌株间

隔序列距离的不同而不同。该方法便捷，重复性高，只需要少量的 DNA，结果是数字形式表示，但分辨

力相对差。直接重复(DR)区，显示出相当大的菌株间多态性，这在北京菌株家族中尤为明显，其中 DR 区

域似乎处于(进化)固定状态[14]。北京家族含有相同的 Spoligotype，因此无法进一步分型[15]。 
然而，对于同一菌 Spoligotyping 的鉴别力低于 RFLP 分型，因为基因座中的间隔物会随着时间的推

移而变化[16]。Spoligotyping 与 RFLP 分型方法相结合，在分枝杆菌菌株的分子表征中显示出更好的精度

和分辨率。 

4. MIRU-VNTR 基因分型 

结核分枝杆菌基因组中存在着一些数目可变的串联重复序列(Variable Number of Tandem Repeat, 
VNTR)，称为结核分枝杆菌散在分布重复单位(Mycobacterial Interspersed Repetitive Units, MIRUs)。MIRUs
最初由 Supply 等描述为 46~101 bp 串联重复序列，散布在结核分枝杆菌 H37Rv 的 41 个位点，根据对每

个位点的序列分析，发现 12 个位点在串联重复拷贝数上显示差异，因此被选为结核分枝杆菌分离株的基

因分型[17]，MIRU 以连续重复的形式，在不同种菌株中存在不同的拷贝数，由此被用来进行菌型鉴定。

每个特定的 VNTR 位点由两部分组成，即中间的核心区和外围的侧翼区，核心区含有至少一个以上重复

单元的短序列，该重复单元的碱基对数目不变，然而串联在一起重复单元的数目是可变的[14]。基于 VNTR
位点多态性的分型系统的原理都是，每个 VNTR 位点都用与侧翼区域互补的特异性引物进行 PCR 扩增，

并且所得 PCR 产物通过标准凝胶电泳，然后通过凝胶电泳确定扩增子的大小，或者在运行多重 PCR 后，

在自动荧光测序仪上确定扩增子的大小，由于重复单元的长度是已知的，因此计算出的大小反映了扩增

的 MIRU 拷贝的数量。结果以简单的数字格式表示，其中每个数字代表特定位点的拷贝数。最终确定结

核分枝杆菌的基因型。MIRU-VNTR 分型在技术上非常灵活，因为可以使用毛细管或凝胶电泳或非变性

高效液相色谱法进行定量测定，最终结果是一个多位数数字代码(所谓的 MIRU-VNTR 代码)，对应于每

个分析位点的重复数，这种编码系统使结果可以很容易地在世界各地的实验室之间进行比较，并有助于

通过互联网将数据存入全球数据库，用于大规模的流行病学和群体遗传学研究。 
然而随着结核分枝杆菌 H37Rv 基因组测序完成，已经鉴定出新的 VNTR 型位点。结核杆菌 H37Rv

基因组中有 65 个拷贝的 MIRU，分布于 41 个位点，主要位于操纵子的基因之间[17]。实验室常用的有 15
位点和 24 位点两种分型方法，15 位点常用于分子流行病学研究，24 位点常用于系统发育学研究[18]。由

于我国北京型菌株高发，基因同质化比率高，使用 15 位点分型技术无法有效区分菌株。24 个位点的分型

方法分辨率足够，但推广难度较大。因此，VNTR 分型技术的位点选择具有明显的地域特征，需要寻找

适合本地的多态性位点，或者与其他分型技术结合以提升分辨率[19]。VNTR 分型技术因其操作简便、重

复性高、结果易比较，并且与 IS6110-RFLP 技术的分辨率相近，已广泛用于结核分枝杆菌分子流行病学

研究的分型手段。其速度超过 IS6110-RFLP、Spoligotyping 等分型方法；所需设备和软件容易获得，该方

法结果数字化，适用于大规模菌株基因型鉴定；便于全球范围结核病分子流行病学研究[4]。 
传统分型方法操作简单，应用广泛。但所分析的基因组信息仅为全基因组的 1%，信息量小、难以判

断传播方向和过程[20]，故引入了全基因组测序。 

5. 全基因组测序分型方法 

5.1. 技术原理与优势 

全基因组测序(whole genome sequencing, WGS)方法是利用 DNA 测序平台重新构建生物体基因组的
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完整 DNA 序列[21]。通过序列分析，识别菌株间单核苷酸多态性(single nucleotide polymorphism, SNP)的
差异，这种在核苷酸层面上的遗传变异研究揭示了一些遗传标记。这些标记不仅有助于区分各种临床分

离株，还有助于研究这些菌株之间的系统发育关系。SNP 可位于基因组的基因编码区、非基因编码区和

基因间隔区，如果 SNP 发生在基因编码区未造成基因编码的氨基酸序列改变称同义 SNP (synonymous 
SNP, sSNP)，若造成基因编码的氨基酸序列改变或肽链被提前终止称为非同义 SNP (non-synonymous SNP, 
nsSNP)两种类型[22]。 

早些时候，Mtb 基因组被认为是稳定的，缺乏多态性[23]。1990 年代中期进行的研究结果表明，在细

菌基因组中发现了单态性和多态性位点，这些位点可分为三组，即单核苷酸多态性(SNPs)、大序列多态性

(LSPs)和重复序列中的多态性。一般来说，nsSNPs 会引起氨基酸的变化，也会引起决定耐药性的基因位

点的变化，从而导致内部或外部压力和表型耐药性的变化，这些赋予耐药性的 nsSNP 基因可以帮助理解

耐药分离株在人群中的传播和性质。相比之下，sSNPs 被认为是功能上中性的，因为它们不会改变氨基

酸谱。这些中性改变，当在结构或管家基因中时，可以为研究分枝杆菌菌株之间的进化关系提供基础，

除了有助于研究临床分离株的系统发育相关性外，sSNP 还用于确定特定人群中的不同流行病学[24]。 
1998 年，Cole 等[25]公布了 MTB 菌株 H37Rv 包含的约 440 万个碱基对和 4000 个基因在内的完整

基因组序列。2013~2017 年进行的研究表明，从确诊流行病学联系的患者中分离出的菌株之间的遗传距

离通常在 0-5SNP 范围内，MTB 的遗传多样性非常低，MTB 的突变速率约为 0.3~0.5 突变/基因组/年。根

据突变率和流行病学观察结果，建议将少于 5 个 SNP，定义为菌株成簇，表示近期传播，相隔 > 12 个

SNP 的菌株被认为不参与直接传播[26]。 

5.2. 测序技术发展 

全基因组测序由一代的 Sanger 测序发展到二代(Next-Generation Sequencing, NGS)高通量短读长测序

和三代的单分子长片段测序。DNA 测序技术的最新进展正在降低测序成本，同时以前所未有的速度提高

通量，WGS 在 MTB 基因组研究中的基本步骤主要涉及 MTB 样品的制备、DNA 提取和全基因组测序，

序列比对和遗传变异检测，传播成簇分析等。将测序数据比对至参考基因组后，对变异进行注释，进行

SNP、插入/缺失(insertion-deletion, indel)和结构变异( structure variation, SV)等基因组变异的检测。WGS 在

MTB 分型与溯源方面比传统的标准基因分型技术具有更高的分辨率和精准度。把原始测序数据导入自动

化分析工具，通过分析 SNP 的差异与缺失，把 MTB 菌株划分到特定谱系或亚型，及耐药性预测结果等

[27]。 
第一代桑格测序是由弗雷德里克·桑格和他的同事开发的 DNA 测序方法。利用双脱氧核苷酸会终

止 PCR 的原理，测序读长可达 1000 bp，但成本高通量低，它使用 ABI 3730xL 平台进行测序[28]。该

方法的主要缺点是，由于引物结合，序列的前 15~40 个碱基质量较差，700~900 个碱基之后的测序迹线

质量变差[29]。WGS 被认为是在流行病学尺度上确定序列变异、确定菌株进化关系以及确定感染源和

疾病在不同患者之间传播的重要工具，在不久的将来，WGS 有可能成为分子流行病学研究菌株分型的

金标准。 
第二代测序(NGS)技术。NGS 技术，其运用的原理为循环微阵列法，特点是通量高，读长短，可产生

整个基因组的数百万个短读段，然后由专门的软件进行分析。已经出现了几种 NGS 技术，这些技术产生

的序列数量是 Sanger 的 3 到 4 倍，并且比 Sanger 的测序方法便宜得多，各种 NGS 测序平台被广泛使用，

如 Roche/454 FLX，Illumina/SolexaGenome Analyzer，Applied Biosystems SOLiD™ System，Helicos Heli-
scope™、Ion Personal Genome Machine (Ion PGM)，Pacific Biosciences Single Molecule Real Time (SMRT)，
这些仪器允许在 DNA 测序之前简单和逐步制备样品，从而节省时间，由于 DNA 序列的微小变化，这些
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菌株可以很容易地相互区分，此外，可以毫不费力地识别更复杂的 SNP 和 LSP 测定。除此之外，NGS 还

用于比较基因组研究和传播动力学领域。自从对整个分枝杆菌基因组进行测序以来，研究人员一直在使

用低分辨率和高分辨率的比较基因组技术来识别各种菌株之间的微小差异[30]。随着 NGS 的发展，这种

应用使得区分各种菌株变得更加容易。 
第三代测序技术，又叫单分子测序技术，不需要 PCR 扩增，直接对单个 DNA 分子进行实时读取，

特点是读长长、错误率高、成本高[31]。 
以下是几款常用测序数据分析软件，例如 TB Profiler、Mykrobe 和 MTBSeq，它们有助于抗结核耐药

性预测和测序读长的 MTB 谱系分类。Ridom SeqSphere+、Bionumerics 和 CLC Genomics Workbench 软件

广泛用于基因分型和疫情调查。 

5.3. 参考基因组的局限与泛基因组学的应用 

基于 MTBC 菌株的全基因组测序(WGS)通常涉及数据分析，方法是将菌株的短序列读数映射到完整

的参考基因组[32]。通常是 H37Rv。然后将所得的 SNP 用于耐药性测定、亚型分型和传播分析。然而，

由于 H37Rv 是 L4 菌株，因此它可能无法代表其他 MTBC 谱系菌株的基因组，当使用 H37Rv 作为参考

基因组时，可能会高估近期传播，因此，如果将 H37Rv 用作基因组分析的基础，则可能会遗漏几个基因

或更大的基因组区域，从而导致对其他谱系菌株的基因组多样性的低估[33]。由于不同谱系之间存在着很

多差异，故引入了泛基因组概念。 
泛基因组：指某一物种全部基因的集合[33]。单一个体的参考基因组远不能涵盖整个物种的所有遗传

序列，大量缺失序列导致群体遗传变异图谱不完整。泛基因组的总长相较于 H37Rv 基因组增加了大约 1.5 
Mb (34.7%)。全基因组比对分析，表明泛基因组中包含了不同谱系菌株之间全部共有的和特异的序列，

有效地提升了参考基因组的代表性[34]。泛基因组学的应用至关重要：第一，它提供了更完整的遗传变异

图谱，极大提升了分型和溯源准确性，避免了参考基因组偏倚；第二，有助于发现与 MTB 适应性、毒力

和耐药性相关的谱系特异性基因，为理解 MTB 的致病机制和进化动力学提供了全新视角。因此，构建基

于泛基因组的分析框架是未来 WGS 研究的重要方向。结核分枝杆菌主要几种基因分型方法比较见表 1。 

 
Table 1. Comparison of main genotyping methods for mycobacterium tuberculosis 
表 1. 结核分枝杆菌主要基因分型方法比较 

特征指标 IS6110-RFLP Spoligotyping MIRU-VNTR WGS (全基因组测序) 

分辨率 高(但对低拷贝数

菌株分辨率低) 
低(尤其对北京家族等

同源性高菌株分辨率

有限) 

中-高(取决于位点数，

常用 15/24 位点) 
极高(可识别单核苷酸多态性) 

通量 低(手工操作多，

耗时) 
中–高(可批量进行) 高(可自动化，适合大

规模筛查) 
极高(二代测序通量高，可同时处理

大量样本) 

成本 较低(但耗时人工

成本高) 
低 中 高(测序和数据分析成本较高) 

操作复杂度 高(步骤繁琐，需

Southern 杂交) 
低(PCR 为基础，操

作简单) 
中(PCR + 电泳或毛细

管分析) 
中–高(实验操作相对简单，但数据

分析复杂) 

数据格式 模拟(条带模式，

需人工判读) 
数字(二进制或八进制

格式) 
数字(每个位点的重复

单元数目) 
数字(序列文件，SNP 列表等) 

对DNA要求 高(需大量高质量
DNA) 

低(少量 DNA 即可) 中(需要一定质量和浓

度的 DNA) 
中–高(需高质量 DNA，避免降解) 
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续表 

主要应用 
领域 

早期传播链研

究，曾是金标准 
菌株初步分型、谱系

鉴定(如北京家族) 
分子流行病学研究、传

播调查、系统发育分析 
精准溯源、传播链分析、耐药机制

研究、进化研究 

主要局限性 对 IS6110 低拷贝

(<5)菌株无效；

操作繁琐耗时 

分辨率较低；无法区

分某些同源菌株(如北

京家族) 

位点选择需有地域代表

性；同质化菌株区分能

力有限 

成本高；数据分析复杂；需生物信

息学支持；参考基因组选择影响结

果(泛基因组概念引入) 

6. 总结与展望 

结核病的有效控制离不开对 MTB 病原体的精准识别和深入理解。基因分型技术从基于有限遗传标

记的 IS6110-RFLP、Spoligotyping 和 MIRU-VNTR，发展到基于全部遗传信息的 WGS，其分辨力、通量

和应用广度得到了前所未有的提升。传统分型方法各有优势，仍在特定场景下(如资源有限实验室的初步

筛查)发挥重要作用。但 WGS 凭借其“金标准”级的分辨率、结合分型与耐药预测的双重能力，正逐渐

成为分子流行病学研究的核心工具，WGS 在药物和疫苗研发，毒力的检测及菌种的鉴定中发挥了很好的

作用。特别是随着高通量测序技术的快速发展，测序成本的下降和生物信息学工具的普及。该技术手段

使得结核病防治以及结核分枝杆菌的研究更加快捷可靠高效，为结核防控提供依据。 
未来的研究方向应包括：第一，推动 WGS 技术的标准化和自动化，使其更易于在公共卫生实验室中

推广应用；第二，深入利用泛基因组学资源，挖掘与毒力、传播性和耐药性相关的新的遗传决定因子；

第三，整合宏基因组学、转录组学等多组学数据，更全面地揭示 MTB 的感染与致病机制；最后，建立全

球共享的 WGS 数据平台，促进国际合作，共同应对耐多药结核病的威胁，最终为实现 WHO“终结结核

病战略”目标提供强大的技术驱动力。 
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