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赣州地区结核分枝杆菌利福平和异烟肼耐药基因突变特点的研究

罗一钧，杨建林

（赣州市第五人民医院检验科，江西赣州３４１０００）

　　摘　要：目的　探讨赣州地区结核分枝杆菌利福平（ＲＦＰ）和异烟肼（ＩＮＨ）耐药基因的突变特点。方法　采用基因芯片技术，

对１３０例涂片抗酸染色阳性、Ｃｔ值小于３０的痰液样本进行常见耐药基因检测。结果　１３０例样本中，３４例（２６．２％）耐药，其中耐

ＲＦＰ的３０例（２３．１％），耐ＩＮＨ的２６例（２０％），二者同时耐药的２１例（１６．２％）。ＲＦＰ耐药基因突变位点主要为狉狆狅Ｂ基因５３１

（Ｃ→Ｔ），占４２．４％；ＩＮＨ耐药基因突变位点主要为犽犪狋Ｇ基因３１５（ＡＧＣ→ＡＣＣ），占６５．４％。结论　赣州地区结核分枝杆菌ＲＦＰ

和ＩＮＨ耐药相关基因突变特点与国内、外研究基本一致。
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　　中国是世界上２２个结核病高负担国家之一，已有约三分

之一的人口感染了结核分枝杆菌，受感染人数超过４亿，由于

耐多药结核病和艾滋病病例的增多，结核分枝杆菌的危害性重

新引起全社会重视。与此同时，新的结核分枝杆菌检测手段不

断出现并应用于临床，提高了结核分枝杆菌感染的诊治水平。

早期诊断，特别是对涂片阴性和耐多药结核病的诊断，是全球

结核病控制工作的重点［１］。基因芯片技术采用光导原位合成

或微量点样等方法，将核酸片段有序地固化于支持物表面，组

成密集二维分子排列，然后与已标记待测生物样品中的靶分子

杂交，通过特定仪器对杂交信号强度进行分析，从而判断样品

中靶分子数量。目前，已有商品化ＤＮＡ微阵列芯片，国内多

中心验证结果表明，该方法检测利福平（ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎ，ＲＦＰ）、异烟

肼（ｉｓｏｎｉａｚｉｄ，ＩＮＨ）耐药，其敏感性分别为８７．５６％和８０．３４％，

特异性分别为９７．９５％和９５．８２％
［２］。笔者采用北京博奥生物

有限公司生产的基因芯片检测系统及结核分枝杆菌耐多药基

因芯片检测试剂盒分析了１３０例肺结核患者样本中的狉狆狅Ｂ、

犽犪狋Ｇ和犻狀犺Ａ基因的突变情况，了解赣州地区结核分枝杆菌的

基因突变特点。

１　材料与方法

１．１　检测菌株　结核分枝杆菌株均来自２０１３年３～１２月于

本院住院治疗的１３０例肺结核患者痰液，涂片抗酸染色阳性。

１．２　主要仪器与试剂　主要仪器：晶芯ＬｕｘＳｃａｎ１０ＫＢ微阵

列芯片扫描仪、晶芯ＳｌｉｄｅＷａｓｈｅｒ芯片洗干仪、晶芯ＢｉｏＭｉｘｅｒ

Ⅱ芯片杂交仪、晶芯Ｅｘｔｒａｃｔｏｒ３６核酸快速提取仪均为北京博

奥生物有限公司产品，ＡＢＩ７５００聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）荧光定量基因扩增仪为美国 ＡＢＩ公司产

品。主要试剂：晶芯分枝杆菌核酸检测试剂盒（ＰＣＲ荧光探针

法）、晶芯结核分枝杆菌耐药基因检测试剂盒（ＤＮＡ微阵列芯

片法）均为北京博奥生物有限公司产品。

１．３　检测指标　检测指标为ＲＦＰ和ＩＮＨ的３个常见耐药基

因ｒｐｂＢ、ｋａｔＧ和ｉｎｈＡ启动子的野生型及不同突变型。

１．４　方法

１．４．１　核酸提取　将１０％ＮａＯＨ预处理后的痰样本去上清

液，加８０μＬ核酸提取液后放入晶芯Ｅｘｔｒａｃｔｏｒ３６核酸快速提

取仪中振荡１０ｍｉｎ，９５℃水浴５ｍｉｎ。

１．４．２　结核分枝杆菌核酸检测　将提取的２μＬ核酸加入结

核分枝杆菌核酸扩增液１８μＬ，于 ＡＢＩ７５００ＰＣＲ荧光定量基

因扩增仪中扩增，阳性样本（Ｃｔ值小于３０）进行耐药基因检测。

１．４．３　扩增和变性　待测样本按体系１／２／３上机扩增３ｈ，扩

增产物变性５ｍｉｎ，立即置于冰水混合物中防止产生二级结构。

１．４．４　杂交和洗干　将变性后的扩增产物加入结核分枝杆菌

耐药基因检测试剂盒的芯片点阵中，置于晶芯ＢｉｏＭｉｘｅｒⅡ芯

片杂交仪５０℃杂交２ｈ，然后在晶芯ＳｌｉｄｅＷａｓｈｅｒ芯片洗干仪

中洗干。该检测试剂盒主要通过对ＲＦＰ和ＩＮＨ的３个耐药

相关基因狉狆狅Ｂ、犽犪狋Ｇ和犻狀犺Ａ启动子的突变情况进行检测，其

中ＲＥＰ耐药相关基因狉狆狅Ｂ检测６个位点，包括５３１位ＴＣＧ→

ＴＴＧ、５３１位ＴＣＧ→ＴＧＧ、５２６位ＣＡＣ→ＧＡＣ、５２６位ＣＡＣ→

ＴＡＣ、５２６位ＣＡＣ→ＣＴＣ、５２６位ＣＡＣ→ＣＧＣ、５１１位ＣＴＧ→
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ＣＣＧ、５１３位ＣＡＡ→ＣＣＡ、５１３位ＣＡＡ→ＡＡＡ、５１６位 ＧＡＣ→

ＧＴＣ、５１６位ＧＡＣ→ＴＡＣ、５１６位ＧＡＣ→ＧＧＣ及５３３位ＣＴＧ→

ＣＣＧ等１３种突变型，对于ＩＮＨ耐药相关基因犽犪狋Ｇ和犻狀犺Ａ启

动子各检测１个位点，分别为犽犪狋Ｇ基因３１５位 ＡＧＣ→ＡＣＣ和

ＡＧＣ→ＡＡＣ２个突变，ｉｎｈＡ基因启动子１５位Ｃ→Ｔ突变型。

１．４．５　芯片扫描和结果判读　洗干后的芯片放入晶芯ＬｕｘＳｃａｎ

１０ＫＢ微阵列芯片扫描仪中扫描，自动进行结果判读。

２　结　　果

在被检测的１３０例样本中，３４例耐药，占２６．２％，其中耐

ＲＦＰ的３０例，占２３．１％（３０／１３０），耐ＩＮＨ的２６例，占２０．０％

（２６／１３０），二者同时耐药的２１例，占１６．２％（２１／１３０）。

２．１　狉狆狅Ｂ基因突变分析　对于３０例耐ＲＦＰ的检测样本中，

其中有２７例是单个耐药位点突变，有３例是２个耐药位点发

生联合突变。５３１（Ｃ→Ｔ）突变１４例；５１６（Ｇ→Ｔ）突变１例，

５１６（Ａ→Ｇ）突变２例；５２６（Ａ→Ｇ）突变１例，５２６（Ｃ→Ｇ）突变５

例，５２６（Ｃ→Ｔ）突变３例；５１１（Ｔ→Ｃ）突变５例；５１３（Ｃ→Ａ）突

变２例。其中，最易发生突变的是５３１（Ｃ→Ｔ），占４２．４％（１４／

３０）；其次是５２６（Ｃ→Ｇ）和５１１（Ｔ→Ｃ），各占１６．７％（５／３０）。

２．２　犽犪狋Ｇ基因突变分析　２６例耐ＩＮＨ的检测样本中，１７例

为犽犪狋Ｇ基因发生突变，且均为３１５（ＡＧＣ→ＡＣＣ）位点，占

６５．４％。

２．３　犻狀犺Ａ基因突变分析　２６例耐ＩＮＨ的检测样本中，９例

为犻狀犺Ａ基因启动子１５位Ｃ→Ｔ发生突变占３４．６％。

３　讨　　论

ＲＦＰ和ＩＮＨ是治疗结核分枝杆菌感染的首选药，特别是

在短期治疗中具有重要作用。耐多药结核的产生给患者治疗

带来更大困难，包括治疗费用增加、治愈率下降、病死率增高

等［３］。结核病的耐药问题是目前结核病防治的重要研究课

题［４］。因此，尽早掌握结核病患者耐药情况对临床治疗和用药

具有重要指导意义。

有研究表明，在基层实验室中基因芯片检测对于 ＲＦＰ、

ＩＮＨ耐药性诊断方面具有较高的敏感性和特异性，且成本更

低，是一种值得在中国基层实验室推广的高效、快捷、安全方

法，更符合成本效益的耐药结核病的诊断
［５］。与传统检测方

法相比，基因芯片法检测时间短、通量高。本院是目前江西省

惟一一家能进行结核分枝杆菌耐药基因芯片检测的医院。基

因芯片以其高敏感性、高特异性、高通量和快速检测的特点，适

应了目前结核感染，尤其是耐药结核病的快速诊断需求，为结

核病的整体防控提供了快速、临床实用性强的高效分子诊断新

平台，也为结核病筛查、合理用药和疫情监控提供了高效、准确

的应用指导。

本次研究发现，赣州地区结核病患者ＲＦＰ耐药基因最容

易导致突变的是狉狆狅Ｂ基因５３１（Ｃ→Ｔ），突变率达４２．２％，５３１

位氨基酸突变是中国结核分枝杆菌与耐ＲＦＰ有关的突变中最

常见类型，也是对ＲＦＰ高耐药结核分枝杆菌的狉狆狅Ｂ基因主要

突变点［６］；其次是５２６（Ｃ→Ｇ）和５１１（Ｔ→Ｃ），另外，还有３位患

者存在２个耐药基因位点发生联合突变，分别是５１１（Ｔ→Ｃ）和

５１６（Ａ→Ｇ）、５１１（Ｔ→Ｃ）和５３１（Ｃ→Ｔ）、５１１（Ｔ→Ｃ）和５１６（Ａ→

Ｇ）。点突变是细菌产生耐ＲＦＰ的主要形式，而对ＲＦＰ高耐药

结核分枝杆菌株较易发生多个密码子联合突变，即２个或３个

位点同时存在突变。在联合突变中大多数伴有５１１位的亮氨

酸［７］。在ＩＮＨ耐药基因突变中，犽犪狋Ｇ基因突变占主导地位；

ｉｎｈＡ基因突变居次要地位，占３４．６％。另外，笔者发现犽犪狋Ｇ

基因突变中均为３１５（ＡＧＣ→ＡＣＣ）。符合国内、外报道的犽犪狋Ｇ

３１５位点和犻狀犺Ａ１５位点占ＩＮＨ耐药的８０％以上
［８１０］。
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