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过氧化物酶编码基因"
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#&烯酰基还原酶编码基因"
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#突变特

点$方法
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采用基因芯片技术!对该省
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例艾滋病合并结核病患者标本进行
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利福平耐药相关基因

>

<

;R

和异烟肼耐药相关基因
aE?]

&

CD@5

分析$结果
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云南省艾滋病合并结核病患者中
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利福平和异烟肼耐药基
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全球人类免疫缺陷病毒合并结核分枝杆菌

$

TSQ

"

N:R

%感染的病例逐年增多#每年增幅近
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年全世界
.$#$

万新发结核病患者中

估计有
.$%

万$
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%为
TSQ

感染者#其中死于
TSQ

相关结核病的人数达
%14#

万(在
TSQ

感染者中结

核病控制面临的最大问题是无法准确+快速地诊断出

结核病患者)
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(故
TSQ
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感染给艾滋病及结核

病的预防和治疗带来了巨大的挑战#也成为全球极其

紧迫的公共卫生问题(耐多药结核病发现和治疗危

机仍然严重#
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年共新发
.$#$

万结核病#其中新

发耐多药结核病病例估计有
#7

万#其中只有近
.%

万

登记接受诊疗&

!$.%

年#全球耐多药结核病治疗成功
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率为
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(此外#

TSQ
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感染者的诊治有其特

殊性#涉及抗结核和抗
6TSQ

治疗
!

个方面#药物不良

反应+服药依从性+药物间相互作用均会影响治疗效

果#
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感染者结核病的治疗成功率也相对较低)
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耐药性监测对
TSQ
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感染者极为重要(利

福平$

3LZ

%和异烟肼$
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%是结核病治疗中最重要

的两种一线药物#结核病患者如果对这两种药物产生

耐药将给治疗带来极大的困难(了解
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及
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耐

药株相关耐药基因突变特征#对揭示
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耐药机制#

实现对耐药
N:R

的快速检测有重要意义(本研究采

用基因芯片技术对云南省
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例
TSQ

"
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感染者

标本进行
N:R

耐
3LZ

基因
3-5

聚合酶
$

亚单位编

码基因$
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<
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%#耐
S-T

基因过氧化氢酶
6

过氧化物酶

编码基因$

aE?]

%+烯酰基还原酶编码基因$
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%的常

见突变位点检测#以了解云南省
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感染者
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耐
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基因
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突

变频率和突变特征#以期阐明云南省
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对
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感染者
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资料与方法
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感染者
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年颁布的,艾滋病和艾滋病病毒感染诊断标准-#

所有患者标本抗酸染色或分枝杆菌培养阳性且经基
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液
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#

例#粪便
#

例(
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仪器与试剂
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采用北京博奥生物有限公司生产

的
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耐药基因芯片检测试剂及
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微

阵列芯片扫描仪等配套仪器进行检测(
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个突变型#
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突变型(检测探针和对照探针各重复
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个点#每行
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相关
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基因的

探针排列示意见表
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相关
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基因和
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基因

的探针排列示意见表
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注!

gO

为表面化学质控探针&

XO

为杂交阳性外对照探针&

RO

为

空白对照&

-O

为阴性对照探针&

SO

为内对照探针&

Y:

为野生型
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S-T

相关
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基因和
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基因的探针排列

探针位置$
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注!

gO

为表面化学质控探针&

XO

为杂交阳性外对照探针&

RO

为

空白对照&

-O

为阴性对照探针&

SO

为内对照探针&

Y:

为野生型
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标本制备
!

取患者标本加入离心管中#

780

水浴
%$)CD

灭活处理后加等体积
-6

乙酰
6M

半胱氨

酸
6

氢氧化钠对标本进行液化处理#取
.)M

液化标本

加入离心管高速离心后去上清液备用(将处理好的

标本放入晶芯
X+?>EB?;>:N%"

核酸快速提取仪中提

取核酸#再将提取到的核酸加入到基因扩增仪中进行

扩增#并将得到的核酸置于
/!$0

保存(
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芯片杂交
!

取杂交缓冲液
7

%

M

+聚合酶链反

应$

ZO3

%产物
"
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M

#混匀#

780

热浴
8)CD

#变性#在

冰水混合物中骤冷
%)CD

(取
.%48

%

M

杂交溶液加入

芯片#置杂交仪#

8$ 0

杂交
!@

后置洗干仪内洗涤

甩干(

$4'4'

!

扫描判读
!

将芯片插入芯片扫描仪内#运行

芯片扫描和结果判读(

/
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结
!!

果
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3LZ

和
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总体耐药情况
!
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例标本中共

'
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年
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发现
%#

例 $
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%耐 药#其 中 单 耐
3LZ"

例

$
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%#单耐
S-T.$

例$

#49̂

%#二者同时耐药
.9

例$

941̂
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/4/
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例
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对
3LZ

耐药相关基因
>

<
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的突变特

征
!

见表
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例标本中共发现
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例
3LZ

耐药基因

>

<

;R

发生突变#总突变率为
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#其中单位点突变
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的突变特征
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例
N:R

对
S-T

耐药相关基因
aE?]

和
CD@5

的突变特征
!

见表
#

(在
!$9

例标本中共发现
!9

例

S-T

耐药基因
aE?]

和
CD@5

发生突变#总突变率为

.%48̂

#其中
aE?]

突变及缺失
!"

例#突变形式主要

为
aE?]%.85]O

&

5OO

&

CD@5

突变
!

例#突变形式为

CD@56.8O

&

:

(

表
#
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例
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对
S-T

耐药相关基因
aE?]

和

!!!

CD@5

的突变特征

密码子位点 密码子变化 氨基酸变化 突变情况)
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3LZ

与
S-T

是应用最广泛的一线抗结核药物#

二者组合能取得较好的疗效#但由于长期治疗不当#

包括治疗方案不当+剂量不足+患者依从性差等原因#

3LZ

与
S-T

耐药率呈上升趋势#这也是
:R

在全球

再次暴发难以控制的主要原因之一(

N:R

的耐药性

是相关基因突变引起的#故对
3LZ

和
S-T

的耐药性

进行检测对临床治疗结核有积极意义)

#

*

(

传统的
N:R

药敏试验阳性率低+培养周期长#给

临床上
TSQ

"

N:R

感染者的诊断和治疗带来了极大

的困难(基因芯片是近几年在医疗领域最具影响力

的分子生物学检测技术#可通过检测耐药突变基因的

存在与否协助判断
N:R

的耐药情况(国内多中心验

证结果表明#基因芯片技术检测
3LZ

+

S-T

耐药性#

其敏感度分别为
9148"̂

+

9$4%#̂

#特异度分别为

71478̂

+

7849!̂

)

8

*

(基因芯片技术适宜多种类型标

本的检测#检测时间较传统方法明显快速#从而做到

及早诊断+及时选择敏感药物#及时控制结核病疫情(

多项研究结果表明#

TSQ

"

N:R

感染者对抗结核

药物的耐药性以耐
3LZ

和
S-T

最为突出(王印等)

"

*

报道#成都地区
.7"

例
TSQ

合并
N:R

双重感染者

N:R

总耐药率为
!"4$!̂

#其中
S-T

和
3LZ

在
#

种

一线抗结核药中耐药率最高#分别为
!.47#̂

和
."4

%%̂

&汪亚玲等)

1

*对
!8

例
TSQ

合并
N:R

阳性病例

进行耐药性分析发现其耐药率为
."4$$̂

(本研究中

N:R

总耐药率为
."4%$̂

#与上述报道略有差异#这

可能与研究方法不一致+不同地域传染流行不太一致

有关(

3LZ

通过与
3-5

聚合酶
$

亚单位结合#干扰+抑

制
)3-5

的转录#从而达到杀菌的效果#

>

<

;R

基因突

变使
3-5

聚合酶高度保守的氨基酸发生置换#进而

阻止
3LZ

的结合而导致耐药(在
N:R

耐
3LZ

分离

株中#

7$̂

以上在所分析的
>

<

;R

基因不同部位存在

多种突变#突变一般发生在
>

<

;R8$1

!

8%%

位
!1

个氨

基酸密码子$

9.H

<

%组成的
3LZ

耐药决定区$

33P3

%

内(其中最常见的突变位点是
8%.

位的丝氨酸$
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位的天冬氨酸$
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(

>

<

;R

基因突

变特征具有明显的地域性差异#不同国家和地区
3LZ

耐药
N:R

的
>

<

;R

基因变异谱和变异率呈现出不同

的特点#这可能与
>

<

;R

特定位点突变致耐
3LZ

菌种

在某一特定地域传染流行有关#也可能与研究标本量

少和抽样方法不一致有关(本研究结果显示#云南省

TSQ

"

N:R

感染人群中
3LZ

耐药
N:R

的
>

<

;R
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突变以
33P368%.
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%(国内外研究结果表明#

8%.

位密码子突变

一般导致高水平耐药#与传统药敏试验有较好的一致

性#该突变作为
3LZ

耐药
N:R

诊断的分子标记靶点

有较好的临床应用价值(

N:R

对
S-T

的耐药机制与
aE?]

+

CD@5

和
E@

<

O

基因的启动子缺失或突变有关#其中
aE?]

完全缺失

或点突变是最主要的耐药机制)

7

*

(

aE?]

基因变异会

导致其编码产物过氧化氢
6

过氧化物酶的活性丧失或

降低#使
S-T

不能活化#从而不能攻击分枝菌酸#导

致
N:R

对
S-T

耐药)

.$

*

(

CD@5

启动子变异会增强烯

酰基乙酰载体蛋白还原酶的表达#超过了药物抑制作

用#从而使菌株耐受
S-T

)
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*

(

aE?]

基因中常见的突

变率位点是
%.8

位$

5]O

&

5OO
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%#发生率

约为
"$4$$̂
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*

(本研究中云南省
TSQ

"
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感染
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的
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基因突变以
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位
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%#较
"$4$$̂

略高#这可能与检测人群不一致+不同地区菌株耐药

相关基因变异存在多态性#突变类型+位点+频率各不

相同有关(本研究中还检出
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例
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基因完全缺
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失#在
N:R

耐
S-T

分离株中#有
!̂

!

.$̂

的分离

株发生
aE?]

基因完全缺失#而且主要出现在高度耐

S-T

菌株中#故
aE?]

基因缺失对
N:R

耐
S-T

有较

好的指导意义(在
N:R

耐
S-T

分离株中#

.$̂

!

%8̂

的分离株在
CD@5

启动子区域发生突变#最常见

的突变位点是
.8

位)
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*

(本研究中仅有
!

株耐药菌检

出
.8

位突变#原因可能是该基因耐药株不是云南省

TSQ

"

N:R

人群中流行的优势耐药菌株#或者此基因

变异率不高#但尚需扩大标本量进行验证(

综上所述#本研究阐明了云南省
TSQ

"

N:R

感染

者中
N:R

耐
3LZ>

<

;R

基因的主要突变位点为
8%.

$

:O]

&

::]

%#耐
S-TaE?]

+

CD@5

基因的主要突变

位点为
aE?]

基因
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$
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%#其作为耐多药

结核诊断的分子标记靶点有较好的临床应用价值(
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