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  摘 要:目的 探讨延安市结核分枝杆菌耐药性及相关耐药基因突变特征,为临床治疗及结核防控提供参

考。方法 将延安市第二人民医院2018年1月至2019年8月住院的肺结核患者共302例纳入研究,采用微孔

板最低抑菌浓度(MIC)法对一线及部分二线抗结核药物进行药敏试验,同时应用荧光PCR熔解曲线法对利福

平(RIF)及异烟肼(INH)表型耐药菌株进行耐药基因突变检测。结果 302例患者中男性181例,女性121例,
男女比为

 

1.49∶1,总体耐药率为24.5%(74/302),单耐药率为13.6%,多耐药率为5.0%,耐多药率为6.0%,
且男性耐药率高于女性(28.7%

 

vs.
 

18.2%,P=0.037);一线药物耐药率:INH(17.2%)>链霉素(SM)(11.
3%)>RIF(7.6%)>乙胺丁醇(EMB)(1.3%),二线药物耐药率均较低;耐药模式主要以INH耐药但RIF敏

感结核(INHR-TB)为主,占46.0%(34/74),耐多药以耐SM+RIF+INH模式常见,占66.7%(12/18)。RIF
耐药菌株中87.0%存在rpoB基因突变,Kat

 

G315和inhA突变介导了88.5%的INH耐药。结论 该地区以

药物敏感结核和INHR-TB为主,INH耐药和耐多药结核的出现应引起重视,进行耐药基因突变的快速检测有

助于结核的治疗和防控。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

mutational
 

characteristics
 

of
 

drug
 

resistance
 

and
 

related
 

drug
 

resist-
ance

 

genes
 

of
 

tuberculosis(TB)
 

in
 

Yan'an,and
 

to
 

provide
 

reference
 

for
 

clinical
 

treatment
 

and
 

TB
 

prevention
 

and
 

control.Methods Patients
 

with
 

pulmonary
 

TB
 

hospitalized
 

in
 

the
 

Second
 

People's
 

Hospital
 

of
 

Yan'an
 

City
 

from
 

January
 

2018
 

to
 

August
 

2019
 

were
 

enrolled
 

in
 

the
 

study,microporous
 

plate
 

MIC
 

method
 

was
 

used
 

to
 

test
 

the
 

drug
 

susceptibility
 

of
 

first-
 

and
 

some
 

second-line
 

anti-TB
 

drugs.At
 

the
 

same
 

time,the
 

mutation
 

of
 

rif-
ampicin

 

(RIF)
 

and
 

isoniazid
 

(INH)
 

phenotypic
 

resistant
 

strains
 

was
 

detected
 

by
 

fluorescence
 

PCR
 

melting
 

curve
 

method.Results Of
 

the
 

302
 

patients,181
 

were
 

male
 

and
 

121
 

were
 

female,with
 

a
 

male-to-female
 

ratio
 

of
 

1.49∶1,the
 

overall
 

drug
 

resistance
 

TB
 

rate
 

was
 

24.5%(74/302),the
 

overall
 

mono-drug
 

resistance
 

TB
 

rate
 

was
 

13.6%,the
 

overall
 

poly-drug
 

resistance
 

TB
 

rate
 

was
 

5.0%,the
 

overall
 

multi-drug
 

resistance
 

TB
 

rate
 

was
 

6.0%,and
 

the
 

incidence
 

of
 

any
 

drug
 

resistance
 

in
 

men
 

is
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

women(28.7%
 

vs.
 

18.2%,P=0.037).First-line
 

drug
 

resistance
 

rate
 

INH(17.2%)>SM(11.3%)>RIF(7.6%)>EMB
(1.3%),second-line

 

drug
 

resistance
 

was
 

lower;The
 

main
 

resistant
 

mode
 

was
 

isoniazid
 

resistance,rifampicin-
sensitive

 

pulmonary
 

TB
 

(INHR-TB),accounting
 

for
 

46.0%(34/74),the
 

major
 

multi-drug
 

resistance
 

mode
 

was
 

SM+RIF+INH
 

drug
 

resistance
 

mode,accounting
 

for
 

66.7%(12/18).87.0%
 

of
 

rifampicin-resistant
 

strains
 

had
 

rpoB
 

gene
 

mutations,and
 

Kat
 

G315
 

and
 

inhA
 

mutations
 

mediated
 

88.5%
 

INA
 

resistance.
Conclusion Sensitive

 

TB
 

and
 

INHR-TB
 

are
 

the
 

main
 

types
 

in
 

this
 

area,the
 

emergence
 

of
 

INA
 

resistance
 

and
 

multi-drug
 

resistant
 

TB
 

should
 

be
 

paid
 

attention
 

to.Rapid
 

detection
 

of
 

drug-resistant
 

mutations
 

by
 

using
 

the
 

fusion
 

curve
 

method
 

will
 

be
 

helpful
 

in
 

the
 

prevention
 

and
 

treatment
 

of
 

TB.
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  世界卫生组织2019年结核防控报告中提到,
2018年中国新发结核病患者约86.6万例,平均发病

率为61/100
 

000,是结核病高负担国,也是耐多药结

核(MDR-TB)第二大国家[1]。结核的流行和 MDR-
TB的出现及持续蔓延,已经成为有效控制结核病的

严重威胁;世界卫生组织建议对所有疑似结核病患者

进行标准治疗前都应进行结核药敏试验,以避免获得

性耐药的进一步产生[2]。延安地处中国西北黄土高

原,是结核病较为严重的地区,但本地区结核耐药的

流行情况、模式及分子基础仍不清楚,本研究旨在调

查延安地区结核耐药流行情况、模式及重要抗结核药

物利福平(RIF)、异烟肼(INH)的耐药基因突变特点。
1 资料与方法

1.1 一般资料 将延安市第二人民医院2018年1
月至2019年8月住院的肺结核患者共302例纳入研

究,男181例,女121例(男女比例为
 

1.49∶1),其痰

液标本按照《结核病实验室检验规程》[3]进行处理。
1.2 仪器与试剂 MGIT

 

320结核分枝杆菌快速培

养仪器购自BD公司,培养试剂购自希格生物公司;最
低抑菌浓度(MIC)检测的微孔板及试剂购自珠海银

科医学公司;Lab-Aid
 

824全自动磁珠法核酸提取仪

购自厦门致善生物科技公司;SLSN-96实时荧光PCR
仪购自上海宏石医疗科技公司。
1.3 方法

1.3.1 药敏表型的检测 将痰液标本用 MGIT
 

320
培养仪进行快速液体培养,培养呈阳性并鉴定为结核

分枝杆菌的菌株进行结核微孔板 MIC法药敏试验,
剔除同一患者重复分离菌株的药敏试验结果。
1.3.2 耐药基因突变的检测 对RIF、INH 有耐药

表型的液体培养标本采用磁珠法进行结核分枝杆菌

DNA的提取,采用荧光PCR熔解曲线法进行耐药基

因突变检测。检测 RIF耐药性决定区域
 

(RRDR)
rpoB基因和INH 耐药相关基因 KatG

 

315密码子、
inhA启动子区(-17至-8位点)、inhA94密码子及

ahpC启动子区(-44至-30位点及-15至3位点)
是否存在突变来确定耐药性。
1.3.3 结核耐药模式 单耐药:仅对一种抗结核药

物耐药;多耐药:对一种以上抗结核药物耐药(同时耐

RIF、INH的除外);耐多药:至少同时耐RIF和INH;
简单耐多药:只同时耐RIF和INH,而对其他药物无

耐药性;复杂耐多药结核:同时耐RIF和INH,外加对

其他一种或一种以上的药物耐药;广泛耐药结核

(XDR-TB):耐INH 和RIF,同时对任意一种喹诺酮

类药物及二线注射类药物(阿米卡星、卡那霉素和卷

曲霉素)中的一种耐药;INH 耐药但 RIF敏感结核

(INHR-TB):对INH耐药,RIF敏感,对其他一线药

物有或无耐药性[4]。
1.4 统计学处理 采用SPSS22.0软件进行统计分

析,计数资料采用百分数表示,组间比较采用χ2 或

Fisher精确检验,以 P<0.05表示差异有统计学

意义。
2 结  果

2.1 耐药结核病患者的检出情况 共检出耐药结核

病患者74例,男性患者的检出率高 于 女 性(P<
0.05);不同年龄段患者间结核耐药率比较,差异无统

计学意义(P>0.05);合并糖尿病与未合并糖尿病的

患者比较,结核耐药率差异无统计学意义(P>0.05),
见表1。对不同抗结核药物的耐药率如下:链霉素

(SM)11.3%(34/302),INH
 

17.2%(52/302),RIF
 

7.6%(23/302),对氨基水杨酸(PAS)3.0%(9/302),
乙胺丁醇(EMB)1.3%(4/11),左氧氟沙星(LVFX)
1.3%(4/11),其余药物的耐药率均较低。

表1  不同性别、年龄段及合并糖尿病情况的

   肺结核患者发生耐药的情况

分组 n 耐药结核[n(%)] χ
 2 P

年龄(岁) 2.217 0.360

 <18 14 1(7.1)

 18~60 201 51(25.4)

 >60 87 22(25.3)

性别 4.361 0.037

 男 181 52(28.7)

 女 121 22(18.2)

是否合并糖尿病 0.073 0.788

 是 50 13(26.0)

 否 252 61(24.2)

2.2 RIF与INH耐药基因突变分布 有RIF耐药

表型的菌株中,存在rpoB基因突变的占87.0%(20/
23)。有INH耐药表型的菌株:存在INH 耐药相关

基因突变的占96.2%(50/52);具有KatG
 

315密码子

突变的占76.9%(40/52),其中3株合并inhA突变,1
株合并ahpC突变;具有inhA突变的菌株占17.3%
(9/52);具有ahpC突变的菌株占3.8%(2/52);3株

INH耐药由KatG基因缺失导致;KatG
 

315密码子和

inhA启动子区突变介导了88.5%(46/52)的INH耐

药,未发现inhA94密码子的突变菌株。
2.3 结核耐药模式的分布 单耐药率为13.6%(41/
302);多耐药率为5.0%(15/302);耐多药率为6.0%
(18/302),见表2。耐药模式以INHR-TB为主,占
46.0%(34/74)。MDR-TB患者平均年龄41岁,男
12例,女6例,男女比例为2∶1,其中5例合并糖尿

病(男4例,女1例)。耐多药以耐SM+RIF+INH
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模式常见,占66.7%(12/18)。
表2  结核耐药模式分布(n)

结核耐药模式 耐受药物 n
单耐药 SM 13

INH 22
RIF 2
EMB 0
LVFX 2
PAS 2

多耐药 RIF+其他 3
INH+其他 12

其他 0
耐多药 RIF+ZNH 5

RIF+INH+其他 13

3 讨  论

  药物敏感结核患者经过4~6个月的有效抗结核

治疗,绝 大 多 数(90% 以 上)能 获 得 痊 愈;而 对 于

MDR-TB及XDR-TB患者,治疗时间最长达24个

月。最新的 MDR-TB治疗转归数据显示,全球治疗

成功率仅有56%[1]。随着新药及快速诊断方法的应

用[5-6],结核病发病率及病死率有所下降。
本研究中,结核的耐药率为24.5%(74/302),低

于全国结核病耐药性基线调查报告(2007-2008年)中
的数值(37.8%)[7];分离的结核分枝杆菌对主要一线药

物的耐药情况:除对SM(11.3%)和EMB(1.3%)的耐

药率低于全国普查水平(SM:28.93%,EMB:6.52%)
外,INH(17.2%)和 RIF(7.6%)与全国水平(INH:
18.96%,RFP:9.63%)差异不明显;SM 耐药率低于

全国水平,可能与近20年未将其纳入抗结核治疗药

物有关。本研究得出的总体耐药率、单耐药率、多耐

药率、耐多药率均高于青岛(19.8%、11.8%、2.9%、
5.4%)[8];单耐药和多耐药率均高于绍兴(5.3%、
2.1%),而耐多药率低于绍兴(12.8%)[9];总耐药率

低于 新 疆、甘 肃、西 藏(总 耐 药 率 分 别 为 42.9%、
40.8%、64.2%),与内蒙古地区(23.81%)相差较小,
RIF耐药率明显低于上述地区,INH 耐药率高于甘

肃,低于西藏、新疆,与内蒙古相差较小,SM 及EMB
的耐药率均显著低于上述4个地区[10]。本研究的肺

结核患者中,男性多于女性,而且男性相对于女性更

易发生耐药,这可能与男性比女性有更多的社会活

动,接触肺结核患者的机会更多,治疗的依从性差

有关。
在耐药基因突变分析中,87.0%的 RIF耐药与

rpoB基因突变有关,90.0%以上的INH耐药与KatG
 

基因、inhA、ahpC基因突变有关,可见熔解曲线法快

速检测相关耐药基因突变对于早期识别耐药结核十

分重要。本研究中3株耐 RIF表型菌株和2株耐

INH表型菌株未发现相关耐药基因的突变,可能由其

他耐药机制引起或与耐药菌所占比例低有关(熔解曲

线法耐药突变检测下限为40%)。rpoB基因突变影

响药物的结合是RIF耐药性产生的主要原因,利用分

子生物学方法快速发现RIF耐药突变菌株,对治疗的

选择和结核的防治至关重要。本研究发现,INH耐药

主要由KatG
 

315密码子引起,KatG
 

315密码子突变

一般认为与较高浓度的INH 耐药相关(MIC>6.4
 

mg/L)[11],同时,有研究表明KatG
 

315密码子突变与

临床治疗失败、死亡和复发的风险增加有关[12]。本研

究还发现了3株菌株存在KatG基因的缺失,KatG基

因的缺失会导致极高的 MIC(>25.6
 

mg/L)[13]。由

于本地区INH耐药性主要由KatG基因突变介导,不
建议对存在INH 耐药的患者采取高剂量INH 治疗

方案。
耐药模式主要以INHR-TB为主,耐多药模式以

耐SM+RIF+INH常见,这可能与本地区20世纪广

泛使用SM,SM 使用历史长,原始耐药率高有关。
RIF是一种主要的一线抗结核药物,因其对生长缓

慢、甚至休眠的结核杆菌保持活性[13],因此,在治疗

INHR-TB患者时使用RIF可以获得良好的效果。对

于特殊人群(老年人、糖尿病患者等)的肺结核治疗,
因药物的相互影响,对RIF的毒性及不良反应的不耐

受,临床可以选用利福喷丁替代[14-15]。INHR-TB是

全球最常见的结核耐药模式,如果采用标准一线治疗

可能导致治疗失败和 MDR-TB的进一步增多[16-17],
因此,快速、准确地发现这类患者并及时给予针对性

的治疗能减少 MDR-TB的产生。有研究表明,延长

吡嗪酰胺和RIF的持续时间,治疗INHR-TB时使用

6~9个月的RIF、吡嗪酰胺和乙胺丁醇(6-9REZ)方
案,其不良结果和获得RIF耐药比例明显降低[4],根
据患者病情如果6-9REZ方案中添加氟喹诺酮类药物

时,可能会有更好的治疗效果[2]。
MDR-TB的不适当治疗和管理不善,会导致治疗

的失败,还可能转变为 XDR-TB。因此,对于 MDR-
TB患者的治疗,最好在获得喹诺酮类及二线注射类

药物的药敏试验或分子药敏试验结果后再确定方案。
对药物敏感结核应严格按标准方案治疗,不要随意添

加药物(特别是喹诺酮类及氨基糖苷类)或减掉某一

药物,以避免耐药性的产生,同时管理好药物敏感结

核和INHR-TB是抗击 MDR-TB产生的关键[2]。基

层医院更应该加强宣教和随访,提高治疗依从性。本

研究未区分初治和复治患者,但影响不大;95%以上

患者都是初治患者,可见本地区结核耐药情况较为严

重,特别是INH耐药不容忽视。
综上所述,延安市肺结核主要以药物敏感结核和

INHR-TB患者为主,rpoB、KatG
 

315、inhA基因是本

地区RIF、INH耐药的主要基因突变位点。耐药形势

依然严峻,INH耐药不容忽视,及早发现INH 耐药、
MDR-TB,规范地实施个体化治疗,对结核病患者进

行有效管理和护理,是控制结核流行的关键。
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