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　　摘　要：目的　验证膜芯片技术在结核分枝杆菌对利福平（ＲＦＰ）、异烟肼（ＩＮＨ）、链霉素（ＳＭ）和乙胺丁醇（ＥＭＢ）耐药性检测

中的应用价值。方法　收集３９３例临床标本（包括痰液、尿液、胸腔积液、腹水标本），根据结核分枝杆菌耐药位点的ＤＮＡ序列，设

计用于检测狉狆狅Ｂ、犽犪狋Ｇ、犻狀犺Ａ、狉狆狊Ｌ和犲犿犫Ｂ基因常见突变类型的膜芯片，对上述临床标本进行检测，并将其与传统微生物敏感性

试验结果进行比较，对不相符结果用聚合酶链反应产物直接测序（ＰＣＲＤＳ）进行验证。结果　以常规培养法为金标准，膜芯片法

扩增结核分枝杆菌的敏感性、特异性、准确性分别为９０．４％、９８．８％和９５．７％，其对结核分枝杆菌ＲＦＰ、ＩＮＨ、ＳＭ和ＥＭＢ耐药性

检测的敏感性分别为９２．３％、８３．３％、６８．８％和８３．３％；准确性分别为９８．６％、９７．３％、９６．６％、和９８．５％；特异性均达到

１００．０％。结论　膜芯片法检测结核分枝杆菌耐药性具有较高的敏感性、特异性和准确性，可作为常规微生物敏感性试验的补充。
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　　全球２７个多重耐药结核病流行情况严重的国家中，中国

是其中之一，结核病年发病数约为１３０万，１５岁及以上人群肺

结核的患病率为４５９／１０００００，肺结核患者的多重耐药率为

６．８％
［１］。结核分枝杆菌耐药性的快速检测，尤其是患者对一

线抗结核药物的耐受性，在结核的治疗和疫情控制中具有重要

意义。膜芯片技术是利用反向斑点杂交技术原理，在膜上固定

一系列的特异性探针，扩增产物与探针进行杂交显色，以判定

产物是否为目的序列的一种方法。本研究采用膜芯片技术，针

对结核分枝杆菌的狉狆狅Ｂ、犽犪狋Ｇ、犻狀犺Ａ、狉狆狊Ｌ和犲犿犫Ｂ基因，建立

了可同时检测耐利福平（ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎ，ＲＦＰ）、异烟肼（ｉｓｏｎｉａｚｉｄ，

ＩＮＨ）、链霉素（ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ，ＳＭ）和乙胺丁醇（ｅｔｈａｍｂｕｔｏｌ，

ＥＭＢ）这４种一线抗结核药物的快速基因检测平台，并将其与

传统常规培养法进行了比较，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　收集的３９３例临床标本均来自本院患不同疾病的

患者，其中，痰液标本３４４例，尿液标本１４例，胸腔积液标本

１９例，腹水标本１６例。结核分枝杆菌标准株 Ｈ３７Ｒｖ、牛分枝

杆菌标准株均购自中国药品生物制品检定所。

１．２　方法

１．２．１　样本处理　痰液标本用２％ ＮａＯＨ消化后离心集菌，

其他标本直接离心集菌，每种标本分为３份，分别用于普通培

养、膜芯片检测和聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，

ＰＣＲ）序列分析。

１．２．２　微生物敏感性试验　收集经处理的标本０．５ｍＬ，将其

倾注至改良罗氏培养基，按结核病诊断细菌学检验规程［２］进行

培养和鉴定，采用绝对浓度法进行微生物敏感性试验。

１．２．３　样本ＤＮＡ的制备　收集经处理的标本１００μＬ，加入

盛有４００μＬ双蒸水的１．５ｍＬ离心管中，１００℃煮沸１５ｍｉｎ，

离心２ｍｉｎ（离心半径８ｃｍ，１２０００ｒ／ｍｉｎ），取上清液作为ＰＣＲ

扩增模板。
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１．２．４　ＤＮＡ扩增　经Ｇｅｎｅｂａｎｋ数据库检索和比对分析，设

计５对引物，用多重 ＰＣＲ技术分别扩增狉狆狅Ｂ、犽犪狋Ｇ、犻狀犺Ａ、

狉狆狊Ｌ和犲犿犫Ｂ基因，扩增反应在一个ＥＰ（ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）管中完成，

上游引物５′端用生物素标记，反应体系如下：模板ＤＮＡ２０ｎｇ，

１０×ＰＣＲ 缓 冲 液 ２．５ μＬ，２５ ｍｍｏｌ／Ｌ ＭｇＣｌ２ １．５ μＬ，

２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ２μＬ，上、下 游 引 物 （２５μｍｏｌ／Ｌ）各

０．５μＬ，ＤＮＡ聚合酶２．５Ｕ，总体积２５μＬ。循环条件为：

５０℃１５ｍｉｎ，９５℃预变性１０ｍｉｎ，９５℃变性４５ｓ、５８℃退火

４５ｓ、７２℃延伸４５ｓ，共３５个循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。

１．２．５　扩增产物与膜芯片的杂交与结果判读　按课题组先前

建立的方法设计膜芯片［３４］，扩增产物与膜芯片杂交后进行结

果判读和分析。

１．２．６　ＰＣＲ产物直接测序（ＰＣＲｄｉｒｅｃｔｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＰＣＲＤＳ）

分析　将扩增产物与膜芯片的杂交结果与常规培养法检测结

果进行对比，２种方法结果不相符者，取储存的、经处理后的原

始标本进行ＰＣＲ扩增，扩增产物送上海博亚生物技术有限公

司进行ＰＣＲＤＳ分析。

２　结　　果

２．１　微生物敏感性试验结果　在３９３例临床标本中，共检出

结核分枝杆菌１４６例，检出阳性率为３７．２％，其中，耐药株８４

例，敏感株６２例，耐药率为５７．５％。在８４例耐药菌株中，对

ＲＦＰ耐药者 ２６ 例，占 ３１．０％；对ＩＮＨ 耐 药 者 ２４ 例，占

２８．６％；对ＳＭ耐药者１６例，占１９．０％；对ＥＭＢ耐药者１２例，

占１４．３％；多重耐药者６例，占７．１％。

２．２　扩增产物与膜芯片杂交的结果　在３９３例临床标本中，

扩增阳性标本１３５例，检出阳性率为３４．４％，其中，耐药株７１

例，敏感株６４例，耐药率为５２．６％；此外，结核分枝杆菌标准

株Ｈ３７Ｒｖ和牛分枝杆菌标准株均扩增成功。在７１株ＲＦＰ耐

药菌中，对 ＲＦＰ耐药者２４例，占３３．８％；对ＩＮＨ 耐药者２０

例，占２８．２％；对ＳＭ耐药者１２例，占１６．９％；对ＥＭＢ耐药者

１０例，占１４．１％；多重耐药者５例，占７．０％。在２４例ＲＦＰ耐

药株中，检出１６株（６６．７％）在狉狆狅Ｂ基因５３１位密码子处发生

ＴＣＧ→ＴＴＧ突变，８株（３３．３％）在５２６位密码子处发生ＣＡＣ

→ＧＡＣ突变。在２０例ＩＮＨ耐药株中，检出１３例（６５．０％）在

犽犪狋Ｇ基因３１５位密码子处发生 ＡＧＣ→ＡＣＣ突变，犽犪狋Ｇ基因

缺失者２例（１０．０％），犻狀犺Ａ基因突变者５例（２５．０％）。在１２

例ＳＭ耐药株中，检出１０株（８３．３％）在狉狆狊Ｌ基因４３位密码

子处发生ＡＡＧ→ＡＧＧ突变，２株（１６．７％）在狉狆狊Ｌ基因８８位

密码子处发生ＡＡＧ→ＡＧＧ突变。在１０例ＥＭＢ耐药株中，检

出７例（７０．０％）在ｅｍｂＢ基因３０６位密码子处发生 ＡＴＧ→

ＧＴＧ突变，３例（３０．０％）发生ＡＴＧ→ＣＴＧ突变。

２．３　常规培养法与膜芯片法的比较　在３９３例临床标本中，

常规培养法共检出结核分枝杆菌１４６例，膜芯片法检出１３５

例，２种方法共存在不相符的结果１７例。膜芯片法检测结核

分枝杆菌的敏感性、特异性、准确性、阳性预测值和阴性预测值

分别为９０．４％、９８．８％、９５．７％、９７．８％和９４．６％。

表１　　常规培养法与膜芯片法检测结核分枝杆菌的比较

常规法（狀）
膜芯片法（狀）

阳性 阴性 合计

阳性 １３２ １４ １４６

阴性 ３ ２４４ ２４７

合计 １３５ ２５８ ３９３

　　以常规培养法为金标准，膜芯片法对结核分枝杆菌 ＲＦＰ

耐药性检测的敏感性、特异性、准确性、阳性预测值和阴性预测

值分别为９２．３％、１００．０％、９８．６％、１００．０％和９８．４％；对ＩＮＨ

耐药性检测的敏感性、特异性、准确性、阳性预测值和阴性预测

值分别为８３．３％、１００．０％、９７．３％、１００．０％和９６．８％；对ＳＭ

耐药性检测的敏感性、特异性、准确性、阳性预测值和阴性预测

值分别为６８．８％、１００．０％、９６．６％、１００．０％和９６．３％；对

ＥＭＢ耐药性检测的敏感性、特异性、准确性、阳性预测值和阴

性预测值分别为８３．３％、１００．０％、９８．６％、１００．０％和９８．５％；

对多重耐药性检测的敏感性、特异性、准确性、阳性预测值和阴

性预测值分别为：８３．３％、１００．０％、９９．３％、１００．０％和９９．３％。

见表２。

表２　　常规培养法与膜芯片法的微生物敏感性试验的比较（狀）

常规法

膜芯片法

ＲＦＰ

耐药 敏感 合计

ＩＮＨ

耐药 敏感 合计

ＳＭ

耐药 敏感 合计

ＥＭＢ

耐药 敏感 合计

多重耐药

耐药 敏感 合计

耐药 ２４ ２ ２６ ２０ ４ ２４ １１ ５ １６ １０ ２ １２ ５ １ ６

敏感 ０ １２０ １２０ ０ １２２ １２２ ０ １３０ １３０ ０ １３４ １３４ ０ １４０ １４０

合计 ２４ １２２ １４６ ２０ １２６ １４６ １１ １３５ １４６ １０ １３６ １４６ ５ １４１ １４６

２．４　ＰＣＲＤＳ结果　采用常规培养法与膜芯片法检测，对检

测结果不相符的所有１７例临床标本、３０例检测结果一致的临

床标本及标准菌株进行ＰＣＲＤＳ分析。结果表明，结核分枝杆

菌标准株 Ｈ３７Ｒｖ、牛分枝杆菌标准株的 ＰＣＲ产物序列与

Ｇｅｎｅｂａｎｋ中相应基因序列完全一致；在３０例结果相符标本

中，扩增产物与膜芯片杂交检出的基因突变与ＰＣＲＤＳ分析结

果一致。在１７例结果不相符临床标本中，常规培养法检出结

核分枝杆菌阳性１４例，阴性３例，耐药５例；膜芯片法检出阳

性３例，阴性１４例，耐药１例；ＰＣＲＤＳ分析检出阳性１２例，阴

性５例，且在狉狆狅Ｂ、犽犪狋Ｇ、犻狀犺Ａ、狉狆狊Ｌ和犲犿犫Ｂ基因中均未检出

突变或缺失发生。

３　讨　　论

研究表明，抗菌药的滥用、治疗方案的不合理、不规则的用

药、艾滋病的流行及人口流动等因素是造成结核分枝杆菌耐药

的主要原因。中国肺结核患者结核分枝杆菌的初始耐药率为

１６．８％，而继发耐药率高达４６．５％，并且有逐步增高的趋

势［１，５７］。结核分枝杆菌的耐药使患者的治疗时间延长，不良

反应增大，疗效降低，费用增高，给结核病的控制带来了极大困

·３９７２·国际检验医学杂志２０１３年１１月第３４卷第２１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２１



难。ＲＦＰ、ＩＮＨ、ＳＭ和ＥＭＢ是临床上最常见的一线抗结核药

物，检测结核分枝杆菌对控制上述４种药物的耐药性，指导临

床医师选择有效的抗结核药物，保证治疗效果及减少耐药菌株

的扩散有极其重要的意义［８］。目前临床上常规的结核分枝杆

菌耐药性检测主要采用绝对浓度法和比例法进行培养，其最大

的缺陷是培养时间长，至少需要２～３个月才能得到微生物敏

感性结果，其操作烦琐，重复性差，缺乏快速诊断的优势，往往

会延误患者的治疗。

国内、外大量研究证实［９１１］，结核分枝杆菌对ＲＦＰ耐药主

要是由于其编码ＲＮＡ聚合酶β亚基的狉狆狅Ｂ基因发生了突变

引起，其中，９０％以上的突变发生在５０７～５３３位的２７个氨基

酸密码子（８１ｂｐ）组成的区域内。５０％～７０％ 的ＩＮＨ耐药是

因为犽犪狋Ｇ基因的３１５位点突变，５％～１０％是因犻狀犺Ａ基因突

变引起；８０％的ＳＭ耐药是由核糖体蛋白Ｓ１２（狉狆狊Ｌ）基因突变

引起，最常见的是４３位密码子发生 ＡＡＧ→ＡＧＧ突变。ＥＭＢ

耐药与阿拉伯糖基转移酶的编码基因犲犿犫Ｂ突变有关，主要发

生在３０６位密码子处，最常见的突变为 ＡＴＧ→ＧＴＧ、ＡＴＧ→

ＡＴＡ和 ＡＴＧ→ＣＴＧ。本实验中，ＲＦＰ耐药菌在狉狆狅Ｂ基因

５３１位密码子处ＴＣＧ→ ＴＴＧ突变的检出率为６６．７％，５２６位

密码子处ＣＡＣ→ＧＡＣ突变的检出率为３３．３％；ＩＮＨ耐药菌在

ｋａｔＧ基因３１５位密码子处 ＡＧＣ→ＡＣＣ 突变的检出率为

６５．０％，犽犪狋Ｇ基因缺失率为１０．０％，犻狀犺Ａ基因突变率为２５．

０％；ＳＭ耐药菌在狉狆狊Ｌ基因４３位密码子处ＡＡＧ→ＡＧＧ突变

的检出率为８３．３％，８８位密码子处 ＡＡＧ→ＡＧＧ突变的检出

率为１６．７％；ＥＭＢ耐药菌在犲犿犫Ｂ基因３０６位密码子处 ＡＴＧ

→ＧＴＧ突变的检出率为７０．０％，ＡＴＧ→ＡＴＡ突变的检出率

为３０．０％，上述突变检出率与国内、外其他研究报道结果接

近［１２１５］。

本实验根据与结核分枝杆菌耐药高度相关的５种耐药基

因（狉狆狅Ｂ、犽犪狋Ｇ、犻狀犺Ａ、狉狆狊Ｌ、犲犿犫Ｂ）突变位点来设计膜芯片，扩

增引物选在耐药突变区域两端的高保守区域，同时根据不同耐

药基因的突变位点设计相应的特异性探针，利用反向斑点杂交

进行检测，保证了方法的特异性和敏感性。以常规培养法为金

标准，膜芯片法扩增结核分枝杆菌的敏感性、特异性、准确性分

别达到９０．４％、９８．８％和９５．７％，对结核分枝杆菌ＲＦＰ、ＩＮＨ、

ＳＭ和 ＥＭＢ耐药性检测的敏感性分别为９２．３％、８３．３％、

６８．８％和８３．３％；准确性分别为９８．６％、９７．３％、９６．６％、和

９８．５％；特异性均达到了１００．０％。以上结果证实膜芯片法已

符合临床诊断性试验的要求，可用于临床结核分枝杆菌耐药性

的快速筛查。

本实验共检测３９３例临床标本，其中有１７例结果不相符

合。以常规培养法为金标准，共检出１４例阳性标本，其中耐药

株５例，膜芯片法均未检出；在另外３例常规培养法检测的阴

性标本中，膜芯片法检出耐药菌１例，敏感菌２例。膜芯片法

对ＩＮＨ、ＳＭ、ＥＭＢ耐药的检出率低于传统培养法，这可能与临

床标本主要为痰液，因痰液标本消化不完全，使所提取的ＤＮＡ

样本中含有ＤＮＡ聚合酶的抑制成份有关，也可能是由于突变

类型并非芯片设计的突变类型或存在其他耐药机制，具体原因

尚待进一步研究证实。膜芯片法对ＲＦＰ耐药的检出率很高，

这与突变的相对集中、探针的合理设计有关。

本实验采用ＰＣＲ技术结合膜芯片反向点杂交的方法，可

从分子水平上同时检测与结核分枝杆菌耐药性相关的狉狆狅Ｂ、

犽犪狋Ｇ、犻狀犺Ａ、狉狆狊Ｌ和犲犿犫Ｂ五个基因突变类型，基本实现了快

速、灵敏、准确地诊断结核分枝杆菌对一线抗结核药物 ＲＦＰ、

ＩＮＨ、ＳＭ和ＥＭＢ的耐药性的目的，在检测速度上只需１天时

间，比传统方法快速，且具备敏感性、特异性、重复性好等优点，

在实际应用中可作为常规微生物敏感性试验方法的补充，用于

指导开展早期、有效的临床化疗。
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ｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ７（ＩＧＦＢＰ７）：ａｐｒｏｍｉｓｉｎｇｇｅｎｅｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｆｏｒｈｅｐａｔｏ

ｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＨＣＣ）［Ｊ］．ＭｏｌＴｈｅｒ，２０１３，２１（４）：７５８７６６．

（收稿日期：２０１３０５０１）

·４９７２· 国际检验医学杂志２０１３年１１月第３４卷第２１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２１


