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高分辨率熔解曲线技术在结核耐药检测中的应用进展

杨
"

辉)

!

"综述!张国良"

!张明霞"审校

"

)8

广州医学院
"*)*

级硕士研究生!广州
4)****

&

"8

广东省深圳市第三人民医院肝病研究所
"

4)9***

#

""

关键词"高分辨率熔解曲线&

"

结核分枝杆菌&

"

耐药

!"#

!

)*8+7!7

"

;

8<33=8)!(+1>)+*8"*)"8*(8*"9

文献标识码"

.

文章编号"

)!(+1>)+*

"

"*)"

#

*(1*9+*1*+

""

结核病是严重危害人们健康的重大公共卫生问题和社会

问题'

)

(

)为此大量研究人员致力于快速诊断结核分枝杆菌耐

药的 研 究)高 分 辨 率 熔 解 曲 线 $

H<

B

HC&3@EK2<@= %&E2<=

B

#

-̀,

%技术是一种基于核酸的物理性质#使用饱和染料反映核

酸的熔解曲线变化来进行分析的技术#其不受突变碱基位点和

种类的局限#既可以对未知突变进行筛查*扫描#也可以对已知

突变进行分析)现就使用
-̀,

技术检测结核分枝杆菌耐药

的研究进展作一综述)

A

"

-̀,

技术介绍

-̀,

分析技术是
"**"

年美国犹他大学
$6CEb<22L&C

实

验室与爱德华科技公司合作开发的一种新技术#这种方法最初

应用于单核苷酸多态性$

3<=

B

E&=K'E&@2<F&

G

@E

I

%@C

G

H<3%

#

#U/

%

检测分析'

"

(

)其实质是在常规
/$-

的基础上加入饱和染料#

无需使用特异性探针#在
/$-

反应扩增完后进行熔解分析#得

到检测结果)

A8A

"

-̀,

技术检测原理
"

-̀,

技术建立在核酸分子的物

理性质不同的基础上)每个核酸分子的
]$

含量*分布*核酸

长度都是不同的#通过实时监测升温过程中的饱和染料与

/$-

产物的结合情况#仪器通过收集这些信息进入分析软件#

形成各自的熔解曲线'

+

(

)因此核酸在扩增后进行熔解分析时

会有其独特的熔解曲线#并且熔解曲线性质*位置都是不同的)

目前的研究发现导致结核分枝杆菌发生耐药主要是在药

物相关基因发生突变所致)在利用
-̀,

扩增含有碱基突变

位点的耐药相关基因的过程中#由于突变位点的碱基不匹配#

结合力相对较弱#双链
TU.

分子在升温过程中会比野生型先

熔解#荧光染料从局部解链的
TU.

分子释放#其熔解温度反

映在熔解曲线上就会相应降低#根据荧光强度和温度的曲线就

可以判断是否存在碱基突变)而且不同的基因位点*不同突变

形式都会影响熔解曲线的峰形#因此#

-̀,

能有效地检测结

核耐药的发生情况)

A8B

"

-̀,

技术的实验基础

A8B8A

"

饱和染料的出现
"

由于饱和染料对
/$-

反应存在抑

制作用'

>

(

)因此在平时实验中使用的浓度很低#远远低于将

TU.

双螺旋结构的饱和浓度#由于使用浓度未达到饱和#加之

某些染料本身特性#会使结果不准确)饱和染料
N$]C&&=

等

有着更强的
TU.

结合能力和较小的抑制作用#在
TU.

解旋

过程中不会发生重排等现象#更能体现高分辨曲线'

4

(

)

A8B8B

"

精确控温设备和高密度数据采集的仪器的开发及其专

业化分析软件的出现
"

TU.

熔解要尽可能精确#温度变化信

息要尽可能采集#

/$-

反应孔间温差要小#并通过技术的改良

来研究它的潜力'

"

(

)

A8C

"

-̀,

的技术优势
"

-̀,

技术是一个简单的闭孔系统#

被污染的可能性很小#同时具有高通量*高灵敏度*高特异性#

快速*操作简单*重复性好*成本低廉*使用范围和检测范围广

等优点'

!17

(

)

A8D

"

-̀,

技术的主要应用

A8D8A

"

#U/

分析
"

#U/

现象在生物体内广泛存在#是正常生

物遗传变异的表现之一#因此对
#U/

进行分析有着极为重要

的意义)

M@33&=

等'

)*

(通过
-̀,

分析
!7

例个体的
,RN"

#发

现了
+

处
#U/

位点#目前正在研究其与炎性和感染性疾病的

相关性)

Z<=

等'

))

(研究
/.-/)

基因上
"

个
#U/

位点时发现#

这
"

个
#U/

的
4

种多态性变化均可以不同程度地降低非霍奇

金淋巴瘤的发病率)

A8D8B

"

突变扫描
"

-̀,

技术既能筛查未知突变#也能检测

已知突变)

<̀EE

等'

)"

(利用
-̀,

比较
)+

例慢性肉芽肿疾病患

者和
7!

例健康个体的
$fRR

外显子时发现#此外显子的
)7

个

突变位点与
g

连锁慢性肉芽肿疾病的发生有密切关系)

S=

B

等'

)+

(通过研究结核病患者的
C

G

@R

*

6̂2]

*

6H

G

$

*

%6D.1<=H.

基

因#发现当这些基因发生突变时#会出现利福平和异烟肼的耐

药#这为临床用药提供了重要依据)

A8D8C

"

甲基化分析
"

TU.

甲基化是
TU.

碱基序列的一种

正常共价修饰)

#=&EE

等'

)>

(应用
-̀,

验证了
R-$.)

和

R-$."

基因启动子的甲基化水平与家族性乳腺癌的发生密切

相关)

-̀,

技术的其他用途主要有等位基因频率分析*物种

鉴定*亲子鉴定等#由于其独有的技术优势#使用范围越来

越广)

B

"

-̀,

技术应用于结核分枝杆菌耐药检测的现状

随着分子生物学理论和技术的发展#结核分枝杆菌的耐药

机制和分子基础大部分已被发现#因此#科学家们开辟了一条

新的检测结核分枝杆菌耐药的通道#利用结核分枝杆菌的耐药

+

*+9

+

国际检验医学杂志
"*)"

年
>

月第
++

卷第
(

期
"

5=2ZN6D,&F

!

.

G

C<E"*)"

!

M@E8++

!

U@8(



相关基因来进行
-̀,

分析#根据检测位点的突变情况来判断

其耐药性)

B8A

"

利福平
"

利福平主要作用对象是结核分枝杆菌
TU.

依

赖的
-U.

聚合酶的
(

亚基#通过抑制
%-U.

的转录#发挥抗

菌作用#与之相关的耐药基因主要是其编码基因
C

G

@R

'

)4

(

)

74:

左右的利福平耐药菌株的基因突变都集中在该基因的第

4*(

#

4++

位氨基酸#所以该
9)D

G

碱基所构成的突变区称为利

福平耐药决定区'

)!

(

)导致利福平耐药的最主要位点为
4+)

*

4"!

位点'

)+1)4

#

)(1)9

(

)

由于利福平耐药相关基因研究已较明确#

-̀,

技术对结

核耐药的检测便主要针对
C

G

@R

)

S=

B

等'

)+

(对
C

G

@R

基因的利

福平耐药决定区进行检测#发现
"9

株利福平耐药菌株中存在

)"

种突变形式#涉及
(

个氨基酸位点#主要为第
4+)

*

4"!

位

点#其敏感性为
978+:

#特异性为
)**:

)随后
-6%<C&O

等'

)(

(

对
)4>

株利福平耐药菌株进行分析#

#&C4+)N&K

和
<̀34"!?

I

C

是主要形式#其敏感性为
7):

#特异性为
79:

)

$H@<

等'

)9

(进

行类似研究#对
(+

株利福平耐药菌株进行分析#主要是第

4+)

*

4"!

*

4)!

位点突变#敏感性为
798!:

#特异性为
)**:

)

这些检测结果均提示
-̀,

技术用于检测的敏感性和特异性

均较高#为以后进行其他相关研究提供参考)

B8B

"

异烟肼
"

异烟肼耐药机制非常复杂#与之耐药相关的基

因较多#主要包括
6̂2]

*

<=H.

*

6̂3.

*

6H

G

$

*

=FH

等#其中最主要

的耐药基因为
6̂2]

*

<=H.

基因'

)7

(

)

6̂2]

基因是过氧化氢酶
1

过氧化物酶的编码基因#

6̂2]

基因常见的点突变位点是第
+)4

位氨基酸和第
>!+

位氨基酸)

6̂2]

基因第
+)4

位氨基酸突变

通常会造成过氧化氢
1

氧化物酶活性的降低#造成中等水平到

高水平的耐药'

"*

(

)

<=H.

基因是烟酰胺腺嘌呤二核苷酸$

U.T̀

%依赖的

&=@

I

E1.$/

还原酶的编码基因)

<=H.

基因突变约占异烟肼临

床耐药株的
9:

#

"*:

#其最常见的突变位点为其启动子区域

的
Y)4

位点
$

)

?

突变'

")

(

)

6̂3.

基因编码
(

1

酮酰基载体蛋

白合成酶#参与分枝菌酸生物合成#是异烟肼耐药的另一个相

关基因)

6H

G

$

基因是烯酰基还原酶的编码基因#它能控制解

毒酶基因的表达#如
6̂2]

基因的表达)

=FH

基因能编码

U.T̀

脱氢酶#

=FH

基因的突变使
U.T̀

脱氢酶活性受到抑

制#使
U.T̀

"

U.T

比率升高#抑制异烟肼的过氧化#也阻止

异烟酰乙酸
U.T̀

与
5=H.

酶的结合#从而使细菌产生耐药

性)

异烟肼耐药相关基因较多#耐药机制比较复杂#目前研究

人员使用
-̀,

技术检测异烟肼耐药主要针对其主要基因)

S=

B

等'

)+

(对
4+

株耐异烟肼菌株进行
6̂2]

*

%6D.1<=H.

启动

子区域和
6H

G

$

基因分析#发现
6̂2]

有
!

种突变#

%6D.1<=H.

启动子区域有
4

种#

6H

G

$

有
!

种#敏感性为
798):

#特异性为

9+8+:

)

$H@<

等'

)9

(对
6̂2]

*

<=H.

基因进行研究#发现
6̂2]

突

变形式主要为
6̂2]+)4

$

.]$

)

.$$

%和
<=H.1)4

$

$

)

?

%#由这

"

个基因导致的异烟肼耐药占总异烟肼耐药的
7*:

#其敏感性

为
9>8):

#特异性为
)**:

)

-6%<C&O

等'

)(

(对
6̂2]

*

<=H.

基因

进行结核耐药研究#表明主要突变位点是
6̂2+)4

#存在
+

种突

变形式#

<=H.

启动子区域的
Y)4

和
Y9

位点发生突变#敏感性

为
9(:

#特异性为
)**:

)

$H&=

等'

+

(对
6̂2]

*

<=H.

基因研究

显示#

6̂2]+)4

存在
!

种突变形式#

<=H.

存在
+

种#其敏感性为

748(:

#特异性为
7(89:

)随着异烟肼耐药相关基因和耐药

机制的深入研究#其敏感性必定会得到较大提高)

B8C

"

乙胺丁醇
"

乙胺丁醇耐药基因主要为
&%DR

#

&%DR

基因

是阿拉伯糖基转移酶的编码基因#

&%DR

基因突变导致糖基转

移酶结构改变#影响了乙胺丁醇和糖基转移酶的结合而产生耐

药#其中第
+*!

位密码子的错义突变最为常见'

""

(

)目前尚未

发现有研究人员使用
-̀,

技术对乙胺丁醇耐药进行研究#可

以作为下一步研究目标)

B8D

"

吡嗪酰胺
"

吡嗪酰胺是一种烟酰胺类似物#在细胞内酸

性环境中经吡嗪酰胺酶作用转变成吡嗪酸而起到杀菌作用)

编码吡嗪酰胺酶的
G

='.

基因突变致使酶活性丢失是其主要

的耐药机制)目前文献报道的突变位点很多#未发现主要突变

位点)由于吡嗪酰胺药物活性受环境影响较大#常规以培养结

核分枝杆菌来进行药敏方法很难用于其耐药检测)同时#由于

G

='.

突变位点较多#目前未曾报道使用
-̀,

技术来分析其

耐药#这将是一个新的研究方向)

B8E

"

链霉素
"

链霉素主要作用于结核分枝杆菌的核糖体#抑

制其蛋白质的合成#其耐药相关基因主要为
C

G

3N

*

CC3

基因)

C

G

3N

基因突变是链霉素耐药的主要机制#主要突变位点为第

>+

*

99

位点'

"+

(

)

b6=

B

等'

"+

(使用
-̀,

技术对
C

G

3N

基因进行分析#通过

对
)*>

个耐链霉素细菌株分析#发现
4!8(:

的存在第
>+

$

..]

)

.]]

%位点和
""8):

的存在第
99

$

..]

)

.]]

%位点

突变#其敏感性为
)**:

#特异性为
)**:

)

RE63'H<2O

'

">

(等针对

CC3

基因的
+

个
#U/

位点进行检测#第
)>*)

*

)>*"

位
#U/

与

结核耐药密切相关)

B8N

"

氟喹诺酮类药物
"

氟喹诺酮类药物主要作用于结核分枝

杆菌的
TU.

旋转酶#主要是
BI

C.

基因)突变大多发生在
BI

1

C.

基因保守区第
!(

#

)*!

位的密码子区#常见第
7*

*

7>

位

点'

">

(

)

$H&=

等'

+

(使用
-̀,

技术对氟喹诺酮类药物耐药的

菌株进行分析#主要针对其
BI

C.

基因)对
>)

株耐喹诺酮类药

物的菌株检测发现#存在
!

种不同突变形式#主要为第
7*

$

]$]

)

]?]

%*

7>

$

].$

)

]]$

%位点#其敏感性为
)**:

#特异

性为
798!:

)

C

"

展望

"**7

年举行的0耐多药"广泛耐药结核病高负担国家部长

级会议1一致认为目前结核病的控制情况不容乐观#结核病防

治相关保障措施仍然不够#强调耐药结核病的控制亟待开展#

诊断耐多药"广泛耐药结核病是很大的挑战'

"4

(

)

目前检测结核分枝杆菌耐药最广泛同时也是最有效的方

法仍然是细菌培养加药敏试验#但是花费时间太长)研究人员

通过分子生物学方法来缩短检测时间#使用的方法主要包括直

接测序法*基因芯片法和分子杂交法等)直接测序法操作复

杂#容易造成污染#成本过高限制了其应用于临床&基因芯片法

具有高特异性*高灵敏度等优点#虽然已有商业化的试剂盒#但

存在需要专门的仪器设备*检测成本高等问题'

"!

(

)反向斑点

分子杂交法总体敏感性和灵敏性高#但假阳性率和假阴性率较

高'

"(

(

)

-̀,

作为近年来兴起的一项新的分子生物学技术#也存

在其局限性)第一#进一步提高
-̀,

耐药检测的敏感性和特

异性是今后研究的主要任务之一#这需要继续探索结核耐药相

关基因和相关位点#进而扩大其检测范围)第二#目前
-̀,

技术检测主要针对的都是一线药物#尤其是一线药物耐药相关

基因的高频位点#今后可能要扩大位点范围和检测药物种类)

第三#目前绝大部分菌株来源都是痰液#怎么提高痰液中结核

分枝杆菌的核酸提取质量也是
-̀,

检测技术的关键问题)

综上所述#目前
-̀,

技术用于性结核分枝杆菌耐药检测

+

)+9
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虽存在一些不足#但还是有其特有的优势)高灵敏度*高特异

性*高通量*低成本*污染少#这些都将为以后应用于临床进行

早期*有效的检测#为临床医师提供用药思路#早日治疗结核病

提供帮助)
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