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　　摘　要：目的　研究结核分枝杆菌（ＭＴＢ）耐利福平临床分离株基因突变对其体外最小抑菌浓度（ＭＩＣ）测定结果的影响。方

法　用基因芯片对临床分离的对利福平耐药的１７５株 ＭＴＢ及对利福平敏感的４８株 ＭＴＢ进行耐药基因检测；并对所有标本进

行利福平的 ＭＩＣ测定，比较不同变异株的 ＭＩＣ测定结果。结果　对利福平耐药的 ＭＴＢ临床分离株基因突变以５３１、５２６、５１６、

５３３位点单突变为主；５３１位点单突变的利福平耐药变异株 ＭＩＣ高于５２６位点单突变的耐药变异株，差异有统计学意义（狋′＝

２．２２３７，狋′α＝２．０４４９，犘＜０．０５）；５２６位点单突变的利福平耐药变异株 ＭＩＣ高于５１６位点单突变的耐药变异株，差异有统计学意

义（狋＝２．２０５６，犘＝０．０３２９，犘＜０．０５）。双突变者均有较高的 ＭＩＣ测定值。结论　合理的基因芯片设计能检出９５．０％以上的对

利福平耐药 ＭＴＢ变异株；对利福平耐药的 ＭＴＢ变异株有不同的基因突变模式，且不同突变模式的 ＭＴＢ耐药程度不同，可以为

临床用药提供参考。
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　　结核分枝杆菌（ＭＴＢ）感染引起的结核病是严重威胁人类

健康的传染病，而耐药结核病的流行给临床医生带来了巨大挑

战［１］，利福平是传统的抗结核一线药物，但也容易使 ＭＴＢ对其

产生耐药。由于 ＭＴＢ编码ＲＮＡ聚合酶的β亚基的狉狆狅犅基因

的突变多分布在“利福平耐药决定区”［２］，通过分子生物学方法

检测该区内的特定突变可发现９５％以上的对利福平耐药的

ＭＴＢ菌株，并且快速、灵敏。但是临床发现不同耐药变异基因

型的菌株常表现出对利福平不同程度的耐药。因此，对不同基

因突变型的利福平耐药变异株进行体外耐药水平的测试，对于

临床制定治疗方案有重要指导意义。本研究利用基因芯片

法［３］对对利福平耐药的 ＭＴＢ进行基因突变的检测，将其分为

不同的基因突变类型，并分析不同突变类型 ＭＴＢ菌株的最小

抑菌浓度（ＭＩＣ）的差异，以期为临床用药提供参考。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　１７５株对利福平耐药的 ＭＴＢ及４８株对利福

平敏感的 ＭＴＢ均来自于本院临床分离后保存的菌株，且菌种

鉴定皆为人型 ＭＴＢ；质控 ＭＴＢ菌株为 Ｈ３７Ｒｖ（ＡＴＣＣ２７２９４）

由中国食品药品检定研究院提供。

１．２　仪器与试剂　罗氏培养管购于珠海贝索生物技术有限公

司，使用罗氏培养基的利福平药物临界浓度为４０μｇ／ｍＬ；利福

平 ＭＩＣ快速测定试剂盒购自深圳市怡百世生物技术有限公

司。结核分枝杆菌耐药突变基因检测试剂盒由深圳亚能生物

技术有限公司提供。

１．３　方法

１．３．１　耐药性的检测　改良罗氏比例法测定 ＭＴＢ的耐药

性：按中国防痨协会制定的《结核病诊断细菌学检验规程》［４］进

行微生物敏感性试验，同时接种含药和不含药的对照培养基，

３７℃孵育４周观察并报告结果。耐药标准：采用 ＷＨＯ推荐

的比例法，含药培养基菌落数／对照不含药培养基菌落数大于

或等于１％为耐药，＜１％为敏感。利福平 ＭＩＣ的测定：检测
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前，将待检菌株转种至罗氏培养基，３７℃培养１～２周。检测

时，严格按照操作说明书进行并观察结果。

１．３．２　基因芯片检测　试剂盒中的ＰＣＲ扩增引物有４对，可

对包括ｒｐｏＢ在内的五种不同耐药基因进行扩增。引物序列如

下，狉狆狅犅 区：５′ＣＡＧＧＡＣＧＴＧＧＡＧＧＣＧＡＴＣ３′，５′ＧＣＴ

ＣＡＣＧＴＧ ＡＣＡ ＧＡＣＣＧ３′；犽犪狋犌 区：５′ＧＣＡ ＧＡＴ ＧＧＧ

ＣＴＴＧＧＧＣＴ３′，５′ＣＡＧＣＡＧＧＧＣＴＣＴＴＧＧＴＣＡ３′；犻狀犺犃

启动子区：５′ＣＣＴ ＣＧＣ ＴＧＣＣＣＡ ＧＡＡ ＡＧＧ３′，５′ＡＴＣ

ＣＣＣＣＧＧＴＴＴＣＣＴＣＧ３′；犪犺狆犆 启动子区：５′ＴＴＧＣＣＴ

ＧＧＧＴＧＴＴＣＧＴＣＡＣＴＧＧＴ３′，５′ＴＴＧＣＣＴＧＧＧＴＧＴ

ＴＣＧＴＣＡＣＴＧＧＴ３′。ＰＣＲ扩增条件为：３７℃１０ｍｉｎ，９４℃

变性４ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，循环３０次；最后

７２℃１０ｍｉｎ。扩增产物的杂交、芯片显色和结果等分析操作

步骤按结核分枝杆菌耐药突变基因检测试剂盒说明书进行。

１．４　统计学处理　采用ＰＥＭＳ３．０医学统计软件进行统计分

析，ＭＩＣ的检测值以狓±狊表示，不同突变类型菌株间的比较采

用狋检验，方差不齐时用狋′检验，犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　不同突变类型的分布及 ＭＩＣ的测定结果　对利福平耐

药的 ＭＴＢ临床分离株狉狆狅犅基因突变以５３１、５２６、５１６、５３３位

点单突变为主，也有部分为双突变，检出突变的菌株数占耐药

株总数的９５．４％（１６７／１７５）。检出双突变的有４种类型，共１７

株，占耐药株总数的９．７％（１７／１７５）；由于基因芯片法设计位

点有限，此方法不能检出突变基因的菌株占耐药株总数的

４．６％（８／１７５）；敏感株中仍检出耐药基因的占２７．１％（１３／

４８），突变类型为５１５、５３３和５２６位点单突变。见表１。

表１　　耐药株和敏感株突变类型的分布及 ＭＩＣ测定

突变类型
耐药株（狀＝１７５）

突变株（狀） ＭＩＣ（狓±狊，μｇ／ｍＬ）

敏感株（狀＝４８）

突变株（狀） ＭＩＣ（狓±狊，μｇ／ｍＬ）

单５３１ ８７ ６８．２±９．０ ０ －

单５１６ １６ ５２．５±１０．６ ２ ３０．０±０．０

单５３３ １３ ４５．４±５．２ ７ １５．７±７．９

单５１３ ４ ８０．０±０．０ ０ －

单５２６ ２８ ６１．７±１４．６ ４ １２．５±５．０

单５１２ ２ ４０．０±０．０ ０ －

５３１、５２６双突变 ７ ７８．６±３．８ ０ －

５３１、５１６双突变 ５ ７６．０±５．５ ０ －

５２６、５１６双突变 ４ ６７．５±５．０ ０ －

５２６、５１３双突变 １ ６０．０±０．０ ０ －

检出总计 １６７ － １３ －

未检出 ８ ５０．０±１０．７ ３５ －

　　－：该项无数据。

２．２　基因突变类型对 ＭＩＣ测定的影响　５３１位点单突变的

利福平耐药株的 ＭＩＣ高于５２６位点单突变的利福平耐药株

（狋′＝２．２２３７，狋′α＝２．０４４９，犘＜０．０５）；５２６位点单突变的利福

平耐药株的 ＭＩＣ高于５１６位点单突变的利福平耐药变异株

（狋＝２．２０５６，犘＝０．０３２９）。双突变耐药菌株均有较高的 ＭＩＣ

测定值。利福平敏感株中５１６、５３３、５２６位点单突变者的 ＭＩＣ

测定值均低于４０．０μｇ／ｍＬ，其比例法药敏试验表现为对利福

平敏感。

３　讨　　论

利福平是一线抗结核药物之一，由于其对结核病的良好疗

效使其成为结核病短程化治疗的基石。利福平通过与细菌

ＲＮＡ聚合酶β亚基结合，抑制转录，从而使细菌死亡。ＭＴＢ

对利福平的耐药性已被证实与 ＲＮＡ聚合酶β亚基的编码基

因狉狆狅犅的８１个碱基的核心区域的突变有关
［５］。

基因芯片法具有快速、特异的优点［６７］。采用基因芯片方

法检测点突变对于耐药的检测具有很高的特异度［８］。本研究

采用了可用于检测狉狆狅犅基因５１３、５１６、５２６、５２２、５３３、５３１位点

突变的芯片，结果显示：ＭＴＢ耐利福平临床分离株狉狆狅犅基因

突变以５３１、５２６、５１６、５３３位点单突变为主
［９］，检出率占耐药株

总数的９５．４％；双突变检出４种类型，共１７株，占耐药株总数

的９．７％。由于基因芯片设计的位点有限，此方法不能检出

狉狆狅犅突变基因的占耐药株总数的４．６％；敏感株中仍检出耐

药基因的占２７．１％，均为５１５、５３３和５２６位点单突变。本研究

用 ＭＩＣ法测定每种单／双突变临床分离株的 ＭＩＣ，这对于分析

利福平耐药基因狉狆狅犅的突变对体外药敏试验结果的影响有

一定的意义，可进一步评价基因突变对利福平耐药性的影响。

结果显示，５３１位点单突变的利福平耐药株 ＭＩＣ高于５２６位点

单突变的耐药株，５２６位点单突变的利福平耐药株 ＭＩＣ高于

５１６位点单突变的耐药株；双突变者的 ＭＩＣ测定值较高。利

福平敏感株中５１６、５３３、５２６位点单突变者均有低于４０．０μｇ／

ｍＬ的 ＭＩＣ检测结果，而且在比例法药敏试验表现为对利福平

敏感。这可能是因为在菌株这一细菌群体中耐药细菌数目尚

未达到一定比例，而ＰＣＲ扩增的高灵敏对会导致出现阳性结

果。基因芯片法对耐药基因突变检测阴性并不意味着该菌株

着对药物敏感，也可能存在其他不在芯片设计位点中可以导致

耐药的突变位点［１０］。
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综上所述，不同的狉狆狅犅 基因型对利福平的耐药程度不

同［１１］，５３１和５２６位点突变可能与体外高浓度耐药有关，５３３

位点突变可能与体外低浓度耐药有关［１２］。一些检出耐药突变

基因的菌株不一定对利福平耐药。狉狆狅犅耐药基因有不同的突

变模式，可以通过分析菌株的耐药突变基因型来判定对利福平

的药物敏感性［１３］，各突变模式的耐药程度不同，ＭＩＣ的测定结

果与比例法有良好的一致性［１４］，可以为临床用药提供参考。
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以上女性进行 ＨＰＶ１６、１８基因分型检测，见图１。

图１　　细胞学阴性、ＨＰＶ阳性的３０岁以上女性的

宫颈癌筛查流程

由于不同 ＨＰＶ亚型的致病性及预后的差异，对 ＨＰＶ１６、１８进

行分型，将有助于更好地对高风险人群进行风险分层管理，及

时发现细胞学检查正常者中患ＣＩＮ的高危人群，以及细胞学

检查为ＡＳＣＵＳ者中需要更密切随访的人群。而对于其他１２

种高风险 ＨＰＶ，近期发生ＣＩＮⅡ以上病变的风险相对较低，无

需进行基因分型。ＡＳＣＣＰ指南中明确指出：不应对 ＨＰＶ１６、

１８以外的 ＨＰＶ进行基因分型。

此外，宫颈鳞癌患者 ＨＰＶ１６的感染率为６２％，ＨＰＶ１８感

染率为８％。宫颈腺癌患者 ＨＰＶ１６的感染率为５０％，ＨＰＶ１８

感染率为３２％。可见，相比ＨＰＶ１８和其他高风险ＨＰＶ型别，

宫颈鳞癌和腺癌患者 ＨＰＶ１６ 的感染者都更高
［６］。而就

ＨＰＶ１８而言，宫颈腺癌患者的感染较为普遍，且感染率有逐渐

增长趋势。

新一代的ｃｏｂａｓ４８００ＨＰＶＤＮＡ检测系统由全自动样品

制备仪以及全自动ＰＣＲ扩增仪组成，具有经临床验证的判定

标准，可以完成１４种高风险 ＨＰＶ 病毒株筛查，并同时对

ＨＰＶ１６、１８进行基因分型的全自动检测方法；其灵敏度高，检

测通量高、重复性好，是目前进行 ＨＰＶ基因检测的较好方法，

在大样本筛查中具有独特优势，有助于宫颈癌的风险分层，帮

助临床更好地对宫颈癌患者进行分层管理。
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