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结核分枝杆菌耐药基因突变特征及与耐药水平关系的研究"

蒋燕成!张建明# !陈紫萱!张志珊
福建医科大学附属泉州第一医院检验科!福建泉州!"#$$$

!!摘!要"目的!分析抗结核一线药物利福平"异烟肼耐药基因%&'(")*+,"-./0的突变特征!以及基因突变
位点与药物最低抑菌浓度#123$的相关性!以了解结核分枝杆菌#14($的耐药机制!指导临床用药%方法!收
集泉州市第一医院#$56年"月至#$#5年"月分离的耐利福平"异烟肼的 14(75株作为研究对象!通过将菌
种进行复苏!采用890微阵列芯片技术!快速检测 14(的耐药性%分析基因突变类型与抗结核药物 123的
关系%对药敏结果和基因芯片结果不相符合的标本进行测序!分析是否有新的耐药位点%结果!75株耐药
14(中有5株耐利福平的单耐药 14(!#株耐异烟肼的单耐药 14(!:;株耐利福平"异烟肼的耐多药 14(%
将:;株 14(通过890微阵列芯片法进行基因型检测!发现%&'(中最常见的突变类型是7!5#3$4$!异烟
肼中最常见的是)*+,!57#,$3$!其次是-/.0<57#3$4$%将其中的#!株 14(菌株进行 123药敏试验!
结果发现;;=6>的7!5#3$4$突变菌株 123%5"!?&@A!7=">的7!5#3$4$突变菌株 123B5"!?&@A!7=
">的7!5#3$4$突变菌株123B#!?&@A':株7#"#3$4$突变型和5株75"#0$4$突变型菌株的123均%
5"!?&@A%结论!泉州地区利福平最常见的突变类型是%&'(7!5#3$4$突变型!异烟肼中最常见的是)*+,
!57#,$3$突变型!%&'(密码子7!5"7#""75"突变类型对利福平产生高耐药水平')*+,对异烟肼产生高耐药
水平!-/.0对异烟肼产生低耐药水平%
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!!结核病仍然是世界最致命的传染病杀手之一(
每天约有:5$$人死于结核病#有近#=;万人感染这
种可预防且可治愈的疾病(自#$$$年以来#全球结
核病的防治工作已经挽救了约""$$万人的生命(然
而#前几年新型冠状病毒感染$3[Y28E56%大流行使
多年来在终止结核病方面取得的进展出现了倒退(

#$#$年#因结核病死亡的人数5$年来第一次出现了
增加(我国#$#$年估算的结核病新发患者数为;:=#
万$#$56年为;!=!万%#估算结核病发病率为76"5$
万$#$56年为7;"5$万%#在!$个结核病高负担国家
中我国估算结核病发病数排第#位$;=7>%)5*(耐多
药结核病$18CE4(%的出现及持续蔓延#已经成为有
效控制结核病的严重威胁#因此控制 18CE4(是一
个迫切需要关注的问题(18CE4(的出现和传播主
要是由于8[4V策略实施不当+抗结核药物短缺或质
量差+患者对处方方案治疗依从性差)#*(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)!*(本研究对结核分枝杆菌$14(%的耐药基因变
特征#以及其突变特征与耐药水平相关性来进行分
析#以了解 14(的耐药机制#尽早尽快地为临床感染
患者治疗提供基础(
$!资料与方法
$=$!一般资料!选取#$56年"月至#$#5年"月在
泉州市第一医院检验科经结核药敏试验鉴定为耐利

福平+异烟肼的 14(75株作为研究对象(
$=/!仪器与和试剂!Z\+%*K+'%!"核酸快速提取仪#
晶芯#VF-NI]*L.I%41 洗干仪#晶芯#微阵列芯片扫描

仪及 14(耐药基因检测试剂盒均购自北京博奥晶典
生物科技有限公司( 3̂C仪和VI/L-+-+%I#结核药敏

板购自美国赛默飞世尔科技有限公司(1,24D@A
培养管+(034Z3 1,246"$系统+1,246"$V2CZ
药敏试剂盒均购自美国(8公司(

$='!方法
$='=$!890微阵列芯片法!$5%890提取!向核酸
提取管中加入7$!A核酸提取液#取混匀的菌液标本
$以5个麦氏浊度为宜%#$!A加到核酸提取液中(将
核酸提取管置于核酸快速提取仪中#最大转速振荡7
@-/(将核酸提取管置于67_水浴锅或金属浴中#加
热7@-@(5$$$%"@-/离心5@-/#备用($#%̂3C扩
增!根据被测样品准备#$$!A离心管#并预先标记样
品编号(从试剂盒中取出 3̂C扩增试剂使其充分融
化#轻摇混匀(将 3̂C扩增试剂按每管5;!A分装
于#$$!A离心管中#盖好管盖(在标本制备区内加
入模板890(模板890包括被测样品890$核酸
提取管中的上清液%+阳性对照品或阴性对照品(对
于5个样品#向!管中分别加入同一模板890各#$

!A(扩增条件设定!!D_"$$L#6:_"$$L#6:_!$
L#"$_!$L#D#_:$L#共!7个循环&6:_!$L#D#

_"$L#共5$个循环&D#_:#$L($!%芯片杂交!将
扩增好的产物置于扩增仪中67_变性7@-/#冰浴7
@-/#取出杂交缓冲液按6!A杂交缓冲液#相应向每
管中分别加入同一样品的 3̂C产物5和 3̂C产物#
各!!A#̂3C产物5和 3̂C产物!各!!A(在基因
微阵列芯片杂交盒的底部加入#$$!A蒸馏水(经盖
片的加样孔加入5!=7!A杂交反应混合物#迅速盖上
杂交盒并密封(立即将密封好的杂交盒水平加入
7$_预热的恒温水浴锅中#待杂交盒全部放入后计时
5#$@-/(杂交反应结束后#将杂交盒水平取出并将
芯片取出#再进行芯片的洗涤#洗液$洗5次#!$_#
5#$L&洗液%洗#次#!$_#"$L(然后离心机中离心

7@-/#甩干(打开4(18C4IL+软件预热5$@-/#将
芯片放置扫描仪芯片卡槽中#开始扫描芯片#进行结
果的判读(
$='=/!最低抑菌浓度$123%药敏试验法!使用VI/E
L-+-+%I1 3̀[4(2123法进行 123测定试验(每个
测试批次中均包含作为对照的 14( T!DCX菌株
$0433#D#6:%(分别依据5=$!?"@A和$=7!?"
@A的临界水平对 14(的耐药性进行判读#其中
123&:!?"@A为高耐药#123':!?"@A为低耐
药(
$='='!比例法!采用药敏试验对痰标本进行:>
9*[T"9*3F前处理后接种至液体培养管中#随后置于
1,246"$培养仪中培养(药敏试验严格按照美国(8
公司 1,246"$系统的操作步骤对其进行异烟肼+利福
平+链霉素+乙胺丁醇:种一线抗结核药物检测#培养管
内药物终水平分别为$=5+5=$+5=$+7=$!?"@A(
$=1!统计学处理!采用Z\KIF#$$D进行数据录入整
理#使用V̂ VV##=$统计软件进行数据分析(计数资
料以例数或百分比表示#组间比较采用!# 检验(以
H'$=$7为差异有统计学意义(
/!结!!果
/=$!表型检测和123测定结果!75株耐药14(菌
株中#有5株耐利福平单耐药 14(##株耐异烟肼单
耐药 14(#:;株耐利福平+异烟肼耐多药 14((通
过对#!株耐多药 14(菌株进行 123药敏试验发
现!对 利 福 平 而 言#123%5" !?"@A 有 #5 株

$65=!$>%#123B5" !?"@A 有 5 株 $:=!7>%#
123B#!?"@A有5株$:=!7>%#不同 123耐多药
14(菌株对利福平耐药的构成比比较#差异有统计
学意义$!#B7#=5D#H'$=$7%&对异烟肼而言#123%
:!?"@A有5$株$:!=:;>%#123B:!?"@A有D株
$!$=:!>%#123B#!?"@A有5株$:=!7>%#123B
5!?"@A有#株$;=D$>%#123B$=#7!?"@A有#
株$;=D$>%#123B$=5#!?"@A有5株$:=!7>%#不
同 123耐多药 14(菌株对异烟肼耐药的构成比比
较#差异有统计学意义$!#B"=D##H'$=$7%(
/=/!890微阵列基因芯片法结果!通过890微阵
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列芯片法对:;株耐多药 14(进行基因型检测#结果
显示!对利福平%&'(基因而言#有"株为野生型
$5#=7>%#点突变以7!5$3$4%突变型为主#有!$株
$"#=7>%#其余分别为 75"$0$4%突变型 : 株
$;=!>%+7#"$3$4%突变型!株$"=!>%+7#"$3$,%
突变型!株$"=!>%+7!!$4$3%和75"$0$4%双突
变5株$#=5>%#有5株出现了样本异常#利福平%&'(
基因不同突变型菌株的构成比比较#差异有统计学意
义$!#B7#=;:#H'$=$7%&对异烟肼)*+,+-/.0基因
而言#有5:株野生型$#6=#>%#点突变以!57$,$3%
突变型为主#有#7株$7#=5>%#其余分别为!57$,$
0%突变型!株$"=!>%+<57$3$4%突变型7株
$5$=:>%+!57$,$3%和<57$3$4%双突变型5株
$#=5>%#异烟肼)*+,+-/.0基因不同突变型菌株的
构成比比较#差异有统计学意义$!# B!:=5##H'
$=$7%(

/='!不同检测法方法对 18CE4(检测结果的比
较!通过比例法+123法+基因芯片法对#!例耐多药

14(进行耐药情况检测显示#!种方法检测出的耐药
菌株均以耐利福平+异烟肼同时耐药为主#但!种方
法耐利福平+异烟肼菌株检出率比较#差异无统计学
意义$!#B:=5!#H%$=$7%(见表5(
表5!!比例法#123法#基因芯片法对 18CE4(检测

!!!结果比较$(%>&'

方法 耐利福平 耐异烟肼 耐利福平+异烟肼

比例法 $$$=$% $$$=$% #!$5$$=$%

123法 5$:=!% $$$=$% ##$67=D%

基因芯片法 !$5!=$% $$$=$% #$$;D=$%

/=1!利福平耐药基因突变类型在不同 123的分布
情况!;;=6>的7!5$3$4%突变菌株 123%5"!?"

@A#7=">的菌株 123B5"!?"@A#7=">的菌株

123B#!?"@A&:株7#"$3$4%突变型和5株75"
$0$4%突变型菌株的 123均%5"!?"@A(见表#(
表#!!利福平耐药基因突变类型与 123的关系$(%>&'

突变类型 (
123$!?"@A%

# 5" %5"

7!5$3$4% 5; 5$7="% 5$7="% 5"$;;=6%

7#"$3$4% : $$$=$% $$$=$% :$5$$=$%

75"$0$4% 5 $$$=$% $$$=$% 5$5$$=$%

合计 #! 5$:=!% 5$:=!% #5$65=:%

/=2!异烟肼耐药基因突变类型在不同 123的分布
情况!""=D>的野生型突变菌株 123%:!?"@A#

!!=!>的野生型突变菌株 123B$=5#!?"@A&#株

!57$,$0%突变型菌株 123B$=#7!?"@A#123B5

!?"@A和 123%:!?"@A的!57$,$0%突变型菌株
各5株&123&:!?"@A的!57$,$3%突变菌株5#

株#5株!57$,$3%突变菌株的 123B5!?"@A&5株

<57$3$4%突变型菌株 123B#!?"@A#5株<57$3
$4%突变型菌株 123%:!?"@A&5株!57$,$3%和

<57$3$4%双突变型菌株 123B:!?"@A(见表!(
表!!!异烟肼耐药基因突变类型与 123的关系$(%>&'

突变类型 (
123$!?"@A%

$=5# $=#7 5 # : %:

野生型 ! 5$!!=!%$$$=$% $$$=$% $$$=$% $$$=$%#$""=D%

!57$,$0% : $$$=$%#$7$=$%5$#7=$%$$$=$% $$$=$%5$#7=$%

!57$,$3% 5! $$$=$% $$$=$% 5$D=;% $$$=$%"$:"=5%"$:"=5%

<57$3$4% # $$$=$% $$$=$% $$$=$%5$7$=$%$$$=$%5$7$=$%

!57$,$3%

<57$3$4%
5 $$$=$% $$$=$% $$$=$% $$$=$%5$5$$=$%$$$=$%

合计 #! 5$:=!% #$;=D% #$;=D% 5$:=!%D$!$=:%5$$:!="%

'!讨!!论
目前对于 14(耐药的检测主要有#种方法#其

中一种为表型检测#另外一种为基因型检测(对

14(来说#抗生素的临界水平或,断点-指的是能够
抑制67>尚未接触过任何抗菌药物$,野生型-%的菌
株的最低水平#通常代表最高的 123#或者是用尚未
接触过药物的野生型菌株所获得的抑制生物体生长

所需的抗生素的浓度(由于发现耐多药 14(对相应
的药物有着不同的耐药程度):*#笔者将收集到的耐多
药 14(进行 123测定#其目的是分析耐多药 14(
的不同基因突变特征#以及 123的变化情况(基因
芯片技术由于其灵敏度和效率高#可作为传统药敏试
验的一种补充手段#尤其是对利福平和异烟肼耐药菌
株的检测#从而有助于在临床上如何制订+实施有针
对性的个体化治疗和用药方案)7*(比例法是目前大
多医院在使用的检测 14(耐药性的主要方法#但其
检验周期较长#得到较纯的培养物后还需要:周的时
间才能得到结果#并且其较多的影响因素#烦琐的操
作步骤#易受干扰)"*(

本研究采用 VI/L-+-+%I 1 3̀[4(2 123 法和

890微阵列基因芯片法与比例法进行比对#结果显
示 123法与比例法的符合率为67=D>#这与C23TE
4ZC0等)"*关于 123法的研究一致(123法能较准
确检测出一线+二线抗结核药物真实的 123#且检测
周期较比例法短#有利于尽早为临床医生提供耐药情
况以便临床治疗(比例法和基因芯片法的符合率为

;D=$>#这与李丹等)D*关于基因芯片技术在分枝杆菌

菌种鉴定和耐药性分析中应用的研究一致(890微
阵列基因芯片法检验周期短#高速#可靠#有利于耐药
结核分枝杆菌的早期检测(

本研究结果表明#;;=6>的7!5$3$4%耐利福平
突变菌株中 123%5"!?"@A#7=">的7!5$3$4%耐
利福平突变菌株 123B5"!?"@A#7=">的7!5$3$
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4%耐利福平突变菌株 123B#!?"@A#:株7#"$3$
4%突变型和5株75"$0$4%突变型均 123%5"#但
由于所收集到的菌株数不足#未能发现密码子755和
7!!相关的 123(有研究表明#密码子7!5+75"+7#"
是可能导致 14(对利福平产生高耐药水平的常见突
变类型#755和7!!密码子有可能会产生对利福平的
低耐药水平);*(对代谢活跃的 14(#利福平具有显
著的杀菌作用(利福平是靶向890依赖性C90聚
合酶并抑制该菌转录的药物#细菌C90聚合酶基因
的;5碱基对区域中的突变%&'($密码子7$D&7!!%
编码酶的活性位点#其对所有利福平耐药菌株的比
例%67>)6*(本研究结果发现#对利福平%&'(基因
而言#最常见的突变类型是7!5$3$4%突变型#其次
是75"$0$4%+7#"$3$4%+7#"$3$,%突变型(有
研究显示#在墨西哥常见的7!5$3$4%突变型是在
CC8C中观察到的最常见的突变)5$*(a0] 等)55*的

研究中指出#%&'(7!5$3$4%是最常见的单核苷酸多
态性$V9̂ %#而密码子7#"的突变是第#常见的
V9̂ #即使在同一个国家#与耐利福平相关的%&'(基
因突变也有很大差异(

耐多药 14(中在890微阵列基因芯片中对关
于异烟肼耐药的)*+,和-/.0基因中检测#)*+,具
有###!O&的长度并且合成参与霉菌酸合成的过氧
化氢酶#)*+,基因中最普遍的突变是在密码子!57
$VI%!57$4.%&V!574%处的取代#发现其在:$>&
6$>的耐异烟肼临床 14(分离株中发生#因此被认
为是可靠的检测标记)5#*(而-/.0是P0VE%系统的
烯酰基E酰基载体蛋白$03̂ %还原酶#其催化在与
03̂ 相关的生长脂肪酸链的第二位双键908T依赖
性还原#由于异烟肼在治疗结核病患者方面的成功#
-/.0是临床验证的目标)5!*#试验结果发现其主要的
突变类型是!57$,$3%突变型#然后是<57$3$4%
突变型#其次是!57$,$0%突变型#还有部分的!57
$,$3%和<57$3$4%双突变型(7$>&67>的耐异
烟肼株中存在)*+,基因位点的第!57密码子突变#
#$>和!7>的耐异烟肼株中存在着-/.0调控区的突
变(最常见的-/.0突变发生在3574位点#是在其
的启动子区#这一般与耐药的单抗有关(-/.0编码
区突变的菌株通常表现为对异烟肼的低水平耐药(

本研究结果显示#密码子7!5+75"+7#"可能是导
致 14(对利福平产生高耐药性的常见突变类型(
)*+,!57与异烟肼的高耐药性相关#而-/.0则较多
与异烟肼的低耐药性相关(利福平%&'(中最常见的
突变类型是7!5$3$4%突变型#异烟肼中最常见的是
)*+,!57$,$3%#其次是-/.0<57$3$4%(本研究
通过分析耐药基因突变位点在不同药物 123的分布
情况#快速获得耐药水平#有助于制订治疗方案和阐
明耐药机制#指导临床用药(
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