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ＤＮＡ微阵列芯片法用于检测结核分枝杆菌耐药性的研究
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　　摘　要：目的　通过与传统的比例法在结核分枝杆菌耐药性检测的比较，评价ＤＮＡ微阵列法用于检测结核分枝杆菌耐药性

的可行性。方法　随机抽取本院２０１２年１月至２０１３年３月从临床标本中分离培养所得的结核分枝杆菌５４株，通过ＤＮＡ微阵

列法和比例法分别进行异烟肼和利福平的耐药性检测并对结果进行比较分析。结果　以比例法为金标准，ＤＮＡ微阵列法对异烟

肼和利福平的耐药检测结果与比例法的符合率分别为７５．０％、９１．０％。结论　ＤＮＡ微阵列技术适用于临床一线耐药结核分枝

杆菌的快速筛查。
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　　结核分枝杆菌自１８８２年由德国科学家Ｋｏｃｈ发现并证明

是结核病的病原体以来，结核病的发病率和病死率曾大幅度下

降，如今，结核病仍然是公共卫生的重大威胁［１］，２０１２年世界

卫生组织报告，估计２０１１年全球新发结核病例有８７０万，且有

１４０万人死于结核病
［２］。同时结核分枝杆菌耐药菌株不断出

现和传播，给结核病的治疗和控制带来严峻的挑战。耐多药结

核病已成为当前我国结核病防治工作面临的主要挑战之一［３］。

本院实验室是第五轮全球基金耐多药项目示范实验室，常规采

用比例法进行结核菌的耐药检测，但它是以细菌生长终点判断

结果，由于结核分枝杆菌生长缓慢，在得到分离培养物后仍需

４～６周方能获得结果。耐多药结核病患者的诊断成为一个亟

需解决的问题［４］。现在先进的ＤＮＡ微阵列技术能把结核菌

的耐药检测缩短到４ｈ，它是快速检测结核分枝杆菌耐药基因

的方法，先通过不对称ＰＣＲ技术扩增待测 ＴＢ菌的 ＤＮＡ片

段，并标记上荧光分子，扩增产物再与ＤＮＡ芯片上探针杂交，

根据探针的特定排布获知待测菌对异烟肼（ＩＮＨ）、利福平

（ＲＦＰ）的耐药性，为结核分枝杆菌耐药检测开辟了一条新的途

径。研究者通过这两种方法分别对结核分枝杆菌菌株进行检

测，来分析ＤＮＡ微阵列芯片法的特点，探讨其在结核分枝杆

菌耐药检测中的可行性。

１　材料与方法

１．１　一般资料　随机抽取项目实验室２０１２年１月至２０１３年

３月从临床标本中分离培养后所得的，并通过ＬＪ、ＴＣＨ、ＰＮＢ

培养基进行初步鉴定的５４株结核分枝杆菌。Ｈ３７ＲＶ即结核

分枝杆菌（ＡＴＣＣ２７２９４），由山东省胸科医院汉光国际感染疾

病研究中心赠与。

１．２　仪器与试剂

１．２．１　仪器　ＢｉｏＭｉｘｅｒ
ＴＭ
Ⅱ芯片杂交仪、ＳｌｉｄｅＷａｓｈｅｒＴＭ８芯

片洗干仪、ＬｕｘＳｃａｎＴＭ１０ＫＢ芯片扫描仪、博日ＬｉｆｅＴｏｕｃｈ基

因扩增仪、ＧＮＰ９２７０恒温箱。仪器设备：培养基蒸汽凝固灭

菌器，ＺＨＮ４型，中国原子能科学研究院；电子天平，ＦＡ１６０４

型，上海舜宇恒平科学仪器公司，精度达１／１００００级。

１．２．２　试剂　（１）微阵列法，博奥微阵列芯片法结核分枝杆菌

耐药基因检测试剂盒含Ａ部分：ＳＳＣＳＤＳＴＥ，Ｂ部分：ＰＣＲ扩

增试剂１、２、３，杂交缓冲液，阴阳性对照；博奥公司产利福平耐

药检测芯片、异烟肼耐药检测芯片。（２）比例法，标准麦氏比浊

管，抗结核药物纯品：异烟肼（ＩＮＨ）、利福平（ＲＦＰ）纯粉均由国

家结核病参比实验室提供，纯度分别为：９９．６％、９８．３％，及对

硝基苯甲酸（ＰＮＢ）培养基、噻吩２羧酸（ＴＣＨ）培养基、ＬＪ罗

氏培养基。

１．３　方法

１．３．１　比例法　按照结核病诊断细菌学检验规程进行如下

操作。

１．３．１．１　培养基制备　（１）基础培养基：中性罗氏培养基。

·０１９１· 国际检验医学杂志２０１４年７月第３５卷第１４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｌｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１４
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（２）含药培养基：ＩＮＨ、ＲＦＰ溶解、稀释于基础培养基中分装７

ｍＬ／管，斜置于培养基蒸汽凝固灭菌器内，８５℃凝固５０ｍｉｎ。

制成的培养基３７℃无菌试验２４ｈ，检查无污染，４℃避光保

存，１个月内使用。

１．３．１．２　药物敏感性试验　制备菌悬液，刮取菌龄２～３周的

结核分枝杆菌菌落（刮取斜面各个部分培养物），放入玻璃磨菌

器内研磨，以０．５％吐温－８０生理盐水稀释，与标准麦氏比浊

管比浊，配成１ｍｇ／ｍＬ菌悬液。用２２ＳＷＧ 标准接种环取２

满环１ｍｇ／ｍＬ菌液，平移至２ｍＬ灭菌生理盐水中，即成１０
－２

ｍｇ／ｍＬ菌液，再以同法稀释成１０
－４ ｍｇ／ｍＬ菌液，用２２ＳＷＧ

标准环分别取１满环１０－２ ｍｇ／ｍＬ和１０
－４ ｍｇ／ｍＬ菌液，用划

线法均匀接种至含药培养基和对照培养基斜面上，３７℃培养４

周后报告结果。若耐药百分比大于１％，则判耐药。耐药百分

比＝含药培养基的菌落数／对照培养基的菌落数×１００％。

１．３．２　ＤＮＡ微阵列法

１．３．２．１　ＤＮＡ提取　将５４个菌株分别挑一个菌落加入含

８０μＬ提取液的管中快速振荡５ｍｉｎ，再置于９５℃水浴锅中，

加热５ｍｉｎ，５０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ。

１．３．２．２　ＰＣＲ扩增　把ＰＣＲ扩增试剂１、２、３各１８μＬ分别

放入３管，将核酸提取物２μＬ依次加入到３个管中，每个样品

进行３管ＰＣＲ扩增。离心后放基因扩增仪按３７℃６００ｓ１个

循环，９４℃６００ｓ，９４℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃４０ｓ３５个循环，

９４℃３０ｓ、７２℃６０ｓ１０个循环，７２℃４２０ｓ进行扩增，分别得

到ＰＣＲ产物１、２、３。

表１　　ＲＦＰ芯片上的探针（相关ｒｐｏＢ基因）排布

５１１ＷＴ（ＣＴＧ） ５１１（ＣＴＧ→ＣＣＧ）

５１３ＷＴ（ＣＡＡ） ５１３（ＣＡＡ→ＡＡＡ）

５１６ＷＴ（ＧＡＣ） ５１３（ＣＡＡ→ＣＣＡ）

５３３ＷＴ（ＣＴＧ） ５３３（ＣＴＧ→ＣＣＧ）

５３１ＷＴ（ＴＣＧ） ５３１（ＴＣＧ→ＴＴＧ）

５２６ＷＴ（ＣＡＣ） ５３１（ＴＣＧ→ＴＧＧ）

５２６（ＣＡＣ→ＴＡＣ） ５２６（ＣＡＣ→ＧＡＣ）

５２６（ＣＡＣ→ＣＴＣ） ５２６（ＣＡＣ→ＣＧＣ）

５１６（ＧＡＣ→ＧＴＣ） ５１６（ＧＡＣ→ＴＡＣ）

５１６（ＧＡＣ→ＧＧＣ） ＮＣ

　　ＮＣ：阴性对照探针；ＷＴ：野生型。

１．３．２．３　芯片杂交　ＰＣＲ产物９５℃５ｍｉｎ，放冰水５ｍｉｎ。

按照９μＬ杂交缓冲液，３μＬＰＣＲ产物１、３μＬＰＣＲ产物２配制

杂交混合物Ｒ；９μＬ杂交缓冲液，３μＬＰＣＲ产物１、３μＬＰＣＲ

产物３配制杂交混合物 Ｈ。吸取１３．５μＬ杂交混合物经加样

孔加入芯片点阵中，微阵列１加入杂交混合物Ｒ，微阵列２加

入杂交混合物 Ｈ，在芯片杂交仪中５０℃杂交２ｈ，转速为５

ｒ／ｍｉｎ。使用ＳｉｄｅＷａｓｈｅｒＴＭ８芯片洗干仪清洗芯片，使用晶

芯?ＬｕｘＳｃａｎＴＭ１０ＫＢ微阵列芯片扫描仪和晶芯?分枝杆菌药

敏检测分析系统进行信号的读取及结果判断。

１．３．２．４　ＤＮＡ阵列排布及结果判读说明　ＰＣＲ产物１为对

照产物，与微阵列１、２都杂交，ＰＣＲ产物２为ｒｐｏＢ基因的扩增

产物，与ＲＦＰ耐药检测芯片进行杂交，ＰＣＲ产物３为ｋａｔＧ基

因及ｉｎｈＡ基因启动子的扩增产物，与ＩＮＨ耐药检测芯片进行

杂交。ＲＦＰ芯片上的探针（相关ｒｐｏＢ基因）排布如表１所示。

ＩＮＨ芯片上的探针（相关ｋａｔＧ基因及ｉｎｈＡ基因启动子）排布

如下表２所示。

　　在结核分枝杆菌经过ＤＮＡ提取，ＰＣＲ扩增，分别和ＲＦＰ、

ＩＮＨ耐药检测芯片进行杂交后，如果此菌ＤＮＡ中有如表１所

示的ｒｐｏＢ基因的突变位点，那么ＲＦＰ的耐药检测芯片在放入

芯片扫描仪时，该位点的扫描信号就会强于芯片上的其他点。

扫描仪的信号分析系统为Ｌｕｘｓｃａｎ３．０软件，它的功能是获取

芯片上信号值最大的探针，若最大的探针为突变探针，则判读

为突变型，对ＲＦＰ耐药。若此菌无ｒｐｏＢ基因的突变位点，信

号最大的探针为野生探针，则判读为野生型，对ＲＦＰ敏感。同

样，ＩＮＨ的耐药检测芯片在放入扫描仪后，扫描系统也会根据

信号大小进行此菌对ＩＮＨ的耐药性判读。

１．４统计学处理　应用ＳＰＳＳ９．０软件进行数据处理，对两种方

法在结核分枝杆菌耐药检测中的比较采用四格表资料的χ
２ 检

验，犘＜０．０５差异有统计学意义。

表２　　ＩＮＨ芯片上的探针（相关ｋａｔＧ基因及

　　　ｉｎｈＡ基因启动子）排布

ｋａｔＧＩＣ ＩｎｈＡＩＣ

ｋａｔＧ３１５ＷＴ（ＡＧＣ） ＩｎｈＡ１５ＷＴ（Ｃ）

ｋａｔＧ３１５（ＡＧＣ→ＡＣＣ） ＩｎｈＡ１５（Ｃ→Ｔ）

ｋａｔＧ３１５（ＡＧＣ→ＡＡＣ） ＮＣ

　　ＮＣ：阴性对照探针；ＷＴ：野生型。

２　结　　果

２．１　比例法结果　５４株临床分离株，比例法的结果是１７株

对两种药物全部敏感，１５株只对ＩＮＨ耐药，１３株只对ＲＦＰ耐

药，同时耐ＩＮＨ和ＲＦＰ的９株，并附加做质控菌株 Ｈ３７Ｒｖ显

示在控。

图１　　结核菌ｋａｔＧ基因３１５（ＡＧＣ→ＡＣＣ）图

２．２　ＤＮＡ 微阵列法的结果、并与比例法药敏结果比较　

ＤＮＡ微阵列法的结果是，２４株比例法检出为ＩＮＨ耐药株（含

９株同时耐ＩＮＨ和ＲＦＰ的菌株）中，１８株检出突变，与比例法

的符合率为７５．０％，ｋａｔＧ３１５（ＡＧＣ→ＡＣＣ）突变株最多１３株

如图１所示，３株ｋａｔＧ３１５（ＡＧＣ→ＡＡＣ）突变，２株ＩｎｈＡ１５

（Ｃ→Ｔ）如图２所示。２２株比例法检出为ＲＦＰ耐药株（含９株

同时耐ＩＮＨ和ＲＦＰ的菌株）中，２０株检出突变，与比例法的符

合率为９１．０％，５３１（ＴＣＧ→ＴＴＧ）如图３所示检出最多１３株，

５３１位突变占６５．０％，５２６（ＣＡＣ→ＴＡＣ）１株如图４所示，５２６

（ＣＡＣ→ＣＴＣ）１株，５２６（ＣＡＣ→ＧＡＣ）１株，５２６位突变占

１５．０％，５１６（ＧＡＣ→ＴＡＣ）１株，５１６（ＧＡＣ→ＧＴＣ）１株，５３３

（ＣＴＧ→ＣＣＧ）１株，５１３（ＣＡＡ→ＡＡＡ）１株。１７株比例法检出
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为ＩＮＨ（ｋａｔＧ和ＩｎｈＡ基因均野生型，图５所示）敏感和 ＲＦＰ

（ｒｐｏＢ基因野生型，图６所示）敏感的菌株，其微阵列法探针检

测结果也为ＩＮＨ、ＲＦＰ全部敏感。

图２　　结核菌ＩｎｈＡ基因－１５（Ｃ→Ｔ）图

图３　　结核菌ｒｐｏＢ基因５３１（ＴＣＧ→ＴＴＧ）图

图４　　结核菌ｒｐｏＢ基因５２６（ＣＡＣ→ＴＡＣ）图

　　ＤＮＡ微阵列法与比例法对ＩＮＨ 耐药性检测的结果比较

如下表３所示，两种方法在结核菌对ＩＮＨ耐药性检测中的差

异无统计学意义（χ
２＝４．１７，犘＞０．０５）。

对ＲＦＰ耐药性检测结果的比较如下表４所示，两种方法

在结核菌对ＲＦＰ耐药性检测中的差异也无统计学意义（χ
２＝

０．５，犘＞０．０５）。

图５　　结核菌ｋａｔＧ和ＩｎｈＡ基因均野生型图

图６　　结核菌ｒｐｏＢ基因野生型图

表３　　ＤＮＡ微阵列法与比例法对ＩＮＨ耐药性

　　　检测的结果比较

比例法
ＤＮＡ微阵列

耐药 敏感 合计

耐药 １８ ６ ２４

敏感 ０ ３０ ３０

合计 １８ ３６ ５４

表４　　ＤＮＡ微阵列法与比例法对ＲＦＰ耐药性

　　　检测的结果比较

比例法
ＤＮＡ微阵列

耐药 敏感 合计

耐药 ２０ ２ ２２

敏感 ０ ３２ ３２

合计 ２０ ３４ ５４

３　讨　　论

结核分枝杆菌生长缓慢，分裂一代约需１５～２０ｈ，传统比

例法药敏试验成熟可靠，但需要时间为１个月，时间长满足不

了临床需要，而ＤＮＡ微阵列芯片技术全程只用４ｈ，它可以直

接应用于痰及其他临床标本的检测［５］，通过检测ＲＦＰ耐药相

关基因ｒｐｏＢ、ＩＮＨ的耐药基因ＫａｔＧ、ｉｎｈＡ基因启动子的野生

型及突变型来判断是否耐药。因这些区域是ＲＦＰ、ＩＮＨ耐药

检测的主要靶位［６］。在 ＲＦＰ耐药菌株中９５％以上是由于
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ｒｐｏＢ基因突变所致
［７］，ｒｐｏＢ基因突变导致 ＲＦＰ不能与细菌

ＲＮＡ聚合酶β亚单位结合，而出现耐药
［８］，ｒｐｏＢ基因ＤＮＡ微

阵列检测６个位点、１３个突变型。ＫａｔＧ基因突变引起过氧化

氢酶活性降低，导致ＩＮＨ耐药，ｉｎｈＡ基因突变使 ＮＡＤＨ酶失

去了和ＮＡＤＨ的亲和力，导致ＩＮＨ 耐药
［９］，ＫａｔＧ基因、ｉｎｈＡ

基因ＤＮＡ微阵列各检测１个位点，分别为 ＫａｔＧ的３１５位两

个突变型，ｉｎｈＡ基因启动子１个突变型。ＤＮＡ微阵列技术就

是一种建立于ＰＣＲ基础上结合高特异性的ＤＮＡ探针来检测

上述位点及突变的杂交方法。试验中ＤＮＡ微阵列法对ＲＦＰ

的检测结果与比例法的药敏结果复合较好，灵敏度是９１．０％，

特异性是１００％，对ＩＮＨ的灵敏度是７５．０％，特异性是１００％，

说明ｒｏｐＢ、ｋａｔＧ、ｉｎｈＡ基因作为结核分枝杆菌耐药性快速诊断

标志具有很好的代表性。并且ｒｐｏＢ的位点突变中，５３１、５２６、

５１６位的突变最为常见，微阵列法包含了上述位点及突变，所

以检测ＲＦＰ有较好的敏感性。在对ＩＮＨ 的检测中，有６株

ＩＮＨ比例法耐药的菌株，基因微阵列法未检出，原因可能是除

ＫａｔＧ、ｉｎｈＡ外，ＫａＳＡ和ａｈｐｃ基因也与ＩＮＨ的耐药有一定的

关系，ａｈｐｃ基因突变可导致ａｈｐｃ表达增强，它的过量表达可

以补偿因ＫａｔＧ基因突变的损失，一般将ａｈｐｃ基因作为 ＫａｔＧ

基因损伤的标志。ＫａｔＧ 基因突变除３１５位，４６３位还可见

１０４Ａｒｇ，１０８Ｈｉｓ等密码子突变，不过也有学者认为 ＫａｔＧ４６３

密码子是一个多态性位点，因此其突变与ＩＮＨ耐药关系不大。

芯片设计中对ＩＮＨ的突变检测ＫａｔＧ基因只设计了３１５位，是

否因突变位点检测的缺失还有待进一步的检测分析。另外，尽

管分子生物学类技术如ＤＮＡ微阵列有很多优势，但样本中结

核分枝杆菌数目较少或者样本中存在抑制ＤＮＡ 扩增的物质

等，也有可能造成假阴性［１０］。

综合看来，ＤＮＡ微阵列技术具有快速、灵敏度好、特异性

高的特点，可作为临床快速检测结核分枝杆菌耐药株的筛选试

验，尤其是在耐多药结核病的筛选中具有重要价值。可以为临

床诊断、选择和调整耐药结核病的治疗方案提供参考，在积极

应对结核尤其是耐多药结核病，遏制结核的传播，降低结核病

的病死率方面有重要意义。
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求比ＦＳ的要求更高。但是ＬｏＱ的确定要求使用低浓度的定

值样品，这样才能估计偏差的大小，而常规实验室中很难得到

定值样品。本研究中ＰＡ为多点校准，正好有低浓度的定值校

准品３５ｍｇ／Ｌ，但是其计算的ＴＥ为１２．１２ｍｇ／Ｌ，不满足本实

验室的要求（２５％，３５８．７５ｍｇ／Ｌ），所以应用浓度稍高的样品

确定ＬｏＱ。在测定ＦＳ时，将高值标本和低值标本按一定比例

混合，多次测量取均值作为该浓度的标示值，实验没有考虑稀

释效应以及标示值与可接受真值的偏差。本研究中浓度差距

稍大，所以暂定ＦＳ为２５ｍｇ／Ｌ，其犆犞值为１５．４１％，如果采用

犆犞值和浓度线性回归的方法，犆犞 为２０％时 ＦＳ为２０．２０

ｍｇ／Ｌ。

临床检测ＰＡ时，低于１６．３５ｍｇ／Ｌ的应报告“未检出；浓

度小于２５ｍｇ／Ｌ”；浓度介于１６．３５ｍｇ／Ｌ～２５ｍｇ／Ｌ的应报告

“检出，但不能定量；浓度大于２５ｍｇ／Ｌ”；浓度大于２５ｍｇ／Ｌ的

则直接报告检测值。
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ｌｅｖｅｌｓａｓｌｉｖｅｒｔｅｓｔ［Ｊ］．Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ，１９８７，３７（２）：７２７８．

［３］ 李继恩．９００例肝病患者血清前清蛋白的临床意义［Ｊ］．中国全科

医学，２０１０，１３（１）：１４１５．

［４］ 廖严，何长有，肖有书．不同肝病患者血清前清蛋白和清蛋白的检

测及意义［Ｊ］．山东医药，２００８，４８（１４）：１１６１１７．

［５］ 陈宏伟，李延伟，范银忠．肝病患者血清前清蛋白测定的临床意义

［Ｊ］．中国误诊学杂志，２００８，８（６）：１３４８１３４９．

［６］ 高泽立，许洁，王功大，等．肝病患者血清前清蛋白测定的临床意

义［Ｊ］．胃肠病学和肝病学杂志，２００６，１５（１）：６９７０．

［７］ 朱建一，闻平．血清胆碱酯酶和前清蛋白对肝脏合成功能监测的

意义［Ｊ］．临床检验杂志，２００４，２２（６）：４５８．

［８］ 黄燕华，张秀明，王伟佳，等．电化学发光免疫法检测降钙素原的

空白限检出限和功能灵敏度的评价［Ｊ］．国际检验医学杂志，

２０１２，３３（２０）：２５３９２５４１．

［９］ 韩雪晶，唐红霞，甄利，等．高敏感方法检测心肌肌钙蛋白Ｉ的检

测限和功能灵敏度的建立及评价［Ｊ］．检验医学，２０１３，２８（２）：９７

１０１．

［１０］柯培锋，韦僖雯，欧财文，等．化学发光法检测ＴＳＨ可报告低值结

果的选择与评价［Ｊ］．检验医学，２０１０，２５（２）：１３９１４１．

（收稿日期：２０１４０２１４）
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