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基因芯片法用于检测长沙地区结核分枝杆菌耐药性研究"
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要#目的
!

了解长沙市中心医院
)-'*

年
'

月
'

日至
)-'1

年
3

月
*-

日临床分离的
'-*'

株结核分枝杆菌对利福平和异

烟肼的耐药性&方法
!

将结核分枝杆菌培养阳性!并经鉴定为结核分枝杆菌的
'-*'

株菌株!采用绝对浓度法进行常规药敏检

测!同时应用基因芯片技术检测利福平和异烟肼耐药相关的
E

D

<!

'

IA?_

和
8:B"

基因上的位点突变!并对
)

种结果进行比较&结

果
!

基因芯片法检测利福平耐药性中!其敏感株
(36

株!耐药株
'*,

株#检测异烟肼耐药性为敏感株
3-'

株!耐药株
'*-

株&与绝

对浓度法比较!基因芯片检测利福平耐药结果与其一致的菌株共
'-''

株"包含敏感株
(31

株!耐药株
''0

株$!符合率为
3(+--[

#

基因芯片检测异烟肼耐药结果与其一致的菌株共
'--,

株"包含敏感株
(3-

株!耐药株
'',

株$!符合率为
30+1([

&与利福平耐

药相关的
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基因的突变位点最常见的为
,*';N_

%

;;_

突变!占耐药株的
,'+''[

#其次为
,)6N"N

%

;"N

突变耐药株的
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,)6N"N
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株菌株突变!占耐药菌株的
(+',[

&异烟肼耐药主要是由
IA?_*',"_N

%

"NN

位突变引起!占耐

药株的
(*+(,[

!

8:B"&',N
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突变仅占
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&结论
!

基因芯片法与绝对浓度法结果高度一致!可成为筛查利福平和异烟肼

耐药性的快速有效方法!长沙地区结核分枝杆菌利福平和异烟肼耐药以
E

D

<!,*'

!

,)6

及
IA?_*',

突变位点为主&

关键词#结核分枝杆菌#
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基因芯片#
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结核病仍然是当今世界威胁人类健康的主要传染性疾病#

仅次于艾滋病)

'

*

'据
)-'-

年全国第五次结核病流行病学抽样

调查估算#

)-'-

年全国
',

岁及以上人口中有活动性肺结核患

者
133

万#每年新增
'*-

万患者#年死亡人数
'*

万)

)

*

'在造成

全球结核病疫情回升的诸多因素中#耐多药结核菌$

.bc&;!

&

是主要原因之一'目前#绝对浓度法和比例法是结核药物敏感

性检测的常规方法#结核分枝杆菌
'(

%

)-B

才分裂一次#培养

时间长#需
1

%

(

周才出结果#易延误患者治疗#也是
.bc&;!

出现及传播的原因'基因芯片技术是一种通过检测与耐结核

药物相关的基因突变来判断结核分枝杆菌耐药性的新型分子

生物学技术'本研究通过比较基因芯片与绝对浓度法二者的

符合率#初步评价芯片法对快速检测结核分枝杆菌耐药的实用

价值#同时分析湖南地区耐药基因突变位点的分布特征'
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材料与方法

C+C
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菌株来源
!
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株结核分枝杆菌分离自
)-'*

年
'

月
'

日至
)-'1

年
3

月
*-

日就诊于长沙市中心医院肺科中心的肺

结核患者的痰液(肺泡灌洗液(

)1B

尿液沉渣(胸腔积液(腹

水(脑脊液和分泌物等标本'

*̀0c

标准株由中国结核病控制
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国际检验医学杂志
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基金项目!国家十二五重大专项课题资助项目$
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作者简介!邓叶华#女#检验技师#主要从事结核分枝杆菌耐药

研究'
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中心临床中心参比室提供'

C+D

!

仪器与试剂
!

利福平和异烟肼纯药粉由美国
O8

@

JA

公司

提供%耐药
bU"

微阵列芯片由北京奥博生物有限公司生产%

配套设备包括
XC?EA?<$E*6

核酸快速提取仪#

#HO$A:'-S&!

微

阵列芯片扫描仪#

!8<.8C>E

;.

&

芯片杂交仪#

OG84>dA9B>E

;.

(

芯片洗干仪均为奥博生物有限公司生产%

"!%0*--/Nc

扩增

仪由美国
"!%

公司生产#干式恒温器恒温金属浴由上海之信

仪器有限公司提供#恒温摇床由杭州博日科技有限公司提供#

微量加样器与高速离心机由德国
>

DD

>:4<EF

公司生产#生物安

全柜由美国
!AI>E

公司生产'

C+E
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检测方法

C+E+C
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绝对浓度法
!

按-结核病诊断细菌学检验规程.

)

*

*规定

要求处理结核分枝杆菌临床分离株#接种于自制改良罗氏培养

基#进行结核分枝杆菌培养和绝对浓度法药物敏感性检测#其

中耐利福平基因低浓度为
,-

"

@

"

J#

#利福平高浓度为
),-

"

@

"

J#

%耐异烟肼基因低浓度为
'

"

@

"

J#

#异烟肼高浓度为
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"

J#
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耐药基因芯片法
!

$

'

&

bU"

提取!从
.844G>KEE<I0̀ 3

液体培养基中吸取大于或等于
'

个麦氏单位浊度的菌悬液

'-

%
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"

#

于含核酸提取液的核酸提取管中#加入
(-

"

#

的核

酸提取液#用
XC?EA$?<E*6

核酸快速提取仪震荡
'-J8:

#

3,Z

水浴
,J8:

#

,---E

"

J8:

离心
'J8:

#得到的核酸提取液放置

于
])-Z

保存待检'$

)

&

/Nc

扩增!取出
/Nc

扩增试剂使其

自然解冻#瞬时离心至管底'每份标本加入
*

支试管进行反

应#将扩增液
'

(

)

(

*

分别按每管
'(

"

#

分装#对于
'

份标本#向

*

管中分别加入同一标本
bU"

各
)

"

#

#放入
"!%0*--/Nc

扩

增仪中扩增'扩增条件设定为!

*0Z6--9

%

31Z6--9

%

31Z
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#

6-Z*-9

#

0)Z1-9

#共
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个循环%

31Z*-9

#

0)Z6-

9

#共
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个循环%

0)Z1)-9
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耐药基因检测
!

将扩增好的
bU"

置于
/Nc

仪中
3,

Z

变性
,J8:

#然后骤冷冰浴
,J8:

#取出热浴好的杂交缓冲液

按
3

"

#

杂交缓冲液(

*

"

#e*

"

#/Nc

产物的比例配制杂交

混合液#吸取
'*+,

"

#

混合液加入杂交芯片加样孔中#置入已

设置杂交条件为
,-Z

#

)B

的
!8<.8C>E

;.

&

芯片杂交仪中进

行杂交'杂交完成后#再进行芯片洗涤(干燥(芯片扫描及结果

判读'以试剂盒自带的阴阳性对照作为质控#耐药基因芯片探

针分布图见表
'

%

)

$见-国际检验医学杂志.网站/论文附

件0&'

C+E+F

!

耐药芯片结果判定
!

耐药芯片结果判定按照说明书严

格执行#部分检测结果见图
'

$见-国际检验医学杂志.网站/论

文附件0&'

C+F

!

统计学处理
!

采用
O/OO'0+-

及
XC$>G)--*

软件进行数

据处理及统计学分析#计数资料以例数或百分率表示#组间比

较采用
'

) 检验#

"

$

-+-,

为差异有统计学意义'

D

!

结
!!

果

D+C

!

耐利福平基因芯片检测结果
!

绝对浓度法检测的
'-*'

株结核分枝杆菌药敏分析中#

3')

株对利福平敏感#

''3

株耐

药'基因芯片检测耐利福平基因时#野生型$即敏感&

(36

株#

突变型$即耐药&

'*,

株'

)

种方法比较差异无统计学意义

$

'

)

5'+'13

#

"5-+)(1

&'其中绝对浓度法检测的
3')

株对利

福平敏感的菌株中#基因芯片法检测野生型
(31

株#

'(

株为突

变型'而绝对浓度法检测的
''3

例耐药菌株经芯片法检测#耐

药菌株
''0

例#有
)

例敏感#两者符合率为$

(31e''0

&"

'-*'\'--[53(+--[

#以绝对浓度法为金标准#基因芯片的

灵敏度为
(31

"$

(31e'(

&

\'--[53(+--[

#特异度为
''0

"

$

''0e)

&

\'--[53(+*)[
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例分离株
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基因突变位

点类 型 及 数 量 见 表
*

'最 常 见 的 三 个 位 点 分 别 为
,*'

$

,'+''[

&(

,)6

$

))+36[

&和
,'6

$

''+(1[

&#其中有
,

株有双位

点突变'此外#绝对浓度法研究
3')

株对利福平敏感的基因芯

片中#有
'(

株存在对利福平有基因突变现象#见表
1

'

表
*
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利福平耐药相关的
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基因突变位点分布

耐药基因 突变位点 氨基酸转换 突变)
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(
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&
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&
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表
1

!!

基因芯片法检测
'(

株对利福平突变位点

突变类型
.

,''N;_

%

NN_ *

,'6_"N

%

;"N )

,'6_"N

%

_;N '

,)6N"N

%

;"N 1

,)6N"N

%

_"N '

,*';N_

%

;;_ 1

,**N;_

%

NN_ )

,''N;_

%

NN_

"

,'6_"N

%

;"N '

D+D

!

耐异烟肼基因芯片检测结果
!

绝对浓度法检测的
'-*'

株结核分枝杆菌药敏中#

3-,

株对异烟肼敏感#

')6

例耐药'基

因芯片检测耐异烟肼基因时#野生型
3-'

株#突变型
'*-

株'

)

种方法比较差异无统计学意义$

'

)

5-+-0'

#

"5-+0(3

&#其中绝

对浓度法检测的
3-,

株对异烟肼敏感中#基因芯片法检测野生

型
(3-

株#

',

株为突变型'而绝对浓度法检测的
')6

株耐药菌

株经芯片法检测#耐药菌株
'',

株#有
''

株敏感#两者符合率

为$

(3-e'',

&"

'-*'\'--[530+1([

#以绝对浓度法为金标

准#基因芯片的灵敏度为
(3-

"$

(3-e''

&

\'--[53(+0([

#特

异度为
'',

"$

'',e',

&

\'--[ 5((+16[

'

'*-

例分离株

IA?_

(

8:B"

基因突变位点类型及数量分别为!

IA?_*',"_N

%

"NN'-3

株$

(*+([

&#

IA?_*',"_N

%

""N,

株$

*+3[

&#

8:B"',N

%

;'6

株 $

')+*[

&'异 烟 肼 耐 药 主 要 以
IA?_

*',"_N

%

"NN

突变为主#占突变分离株总数的
(*+(,[

'

8:B"&',N

%

;

突变仅占异烟肼耐药的
')+*-[

'绝对浓度法研

究
3-,

株对异烟肼敏感的基因芯片中#有
',

株存在对利福平

有基因突变现象#其中
*',N&;

突变
')

株#

*',"_N

%

"NN)

株#

*',"_N

%

""N'

株'

E

!

讨
!!

论

随着
.bc&;!

的出现#耐药形势越发严峻'加之传统抗

结核药物敏感试验时间周期长#某些条件不易掌控#不能及时

满足临床用药的要求'基因芯片技术具有高通量(速度快(灵

敏度高(检测范围广等特点#目前逐渐被专科医院广为运用#目

前长沙地区尚未进行过大规模统计研究#本研究通过对长沙地

区结核病患者进行基因芯片及传统药敏试验方法的比较#以期

了解长沙地区主要耐药基因分布情况'

利福平作为最重要的一线抗结核药物之一#属于利福霉素

类的半合成广谱抗菌药#主要作用于结核分枝杆菌
bU"

依赖

的
cU"

聚合酶的
$

亚单位#干扰转录的开始及
cU"

延伸#发

挥抑菌和杀菌作用)

1

*

'据报道#约有
3,+--[

或更高比例对利

福平耐药菌株的突变发生在
E

D

<!

基因
('K

D

的热点区域$编

码密码子
,-0

位
],**

位&

)

'

*

#这个区域被称为利福平耐药决

定区$

ccbc

&'本研究所检测的
6

个突变位点均位于
ccbc

区域内'长沙地区
,*'

(

,)6

和
,'6

位点突变占总耐药株的

(,+3'[

#其 中
,*'

占
,'+''[

#

,)6

占
))+36[

#

,'6

占

''+(1[

#最常见的突变类型为
,*';N_

%

;;_

(

,)6N"N

%

;"N

#这与文献)

,&(

*研究的结果相似'而斯里兰卡的学者们

"48IAEAJ

等)

3

*研究结果显示#

,)6

突变率为
1(+1*[

#

,*'

仅为

3+0,[

%南亚地区学者
"BJA4

等)

'-

*研究结果显示#

,)6

突变率

为
1'+*6[

#

,*'

仅为
*'+--[

#均以
,)6

位突变为主'墨西哥

地区)

''

*以
1,-

(

1,,

位点突变为主#突尼斯中部)

')

*突变率最高

的是
,'6

位点'由此可见#利福平耐药存在地域差异#地域分

布导致的传播不均和药物本身的选择性都是产生这种差异的

原因'此外#本研究发现了
,

例双位点联合突变#且均来自于

.bc&;!

#提示联合突变可能与
.bc&;!

相关'本研究中绝

对浓度法敏感而芯片法耐药的分离株共
'(

株#突变的位点有

,''

$

*

&(

,'6

$

*

&(

,)6

$

,

&(

,*'

$

1

&及
,**

$

)

&#还有
'

例有
,''

和

,'6

双位点突变'导致这种结果的原因可能有三点!$

'

&绝对

浓度法控制条件不良%$

)

&细菌群体中耐药细菌数量未达到耐

药比例#而
/Nc

技术凭借高灵敏性能检测出细菌
bU"

%$

*

&某

些基因位点的突变是与低水平耐药相关的'

cAJA9MAJ

L

等)

''

*的实验证实不同位点突变所引起的耐利福平程度不一

样#

,''

和
,**

等位点突变引起的是低水平耐药'本研究
,''

位点共
,

例突变#有
*

例为绝对浓度法敏感%共
6

例
,**

位点

突变#绝对浓度法敏感
)

例#与
cAJA9MAJ

L

等)

''

*结论一致'

导致绝对浓度法耐药而芯片法敏感的原因可能有以下三点!

$

'

&绝对浓度法控制条件不良%$

)

&位点在检测范围之内#但突

变形式未包含其中#如
,)6

位点的突变#芯片法仅包含了
1

种#

并未检测
N"N&""N

等形式的突变%$

*

&突变位点在检测范围

之外却可导致利福平耐药#如墨西哥耐利福平主要的突变位点

1,-

(

11,

)

''

*

#

!ABEJA:4

等)

'*

*发现并证实与耐药相关的
,0)

位点'

异烟肼是酰肼类化学合成药物#主要攻击细胞壁中的杆菌

酸#也可能攻击
bU"

和脂类等结核分枝杆菌的多个靶点#破坏

其生理功能#最终导致细菌死亡'

SA?_

基因编码过氧化氢
&

过

氧化物酶#在细胞内能将异烟肼氧化成异烟酸#从而抑制细胞

壁中杆菌酸的生物合成作用#最终杀灭细菌'

8:B"

基因可编

码结核分枝杆菌分枝菌酸合成途径中的烯酰基还原酶#是异烟

肼的作用靶点'长沙地区异烟肼耐药
(0+0-[

发生于
IA?_

*',

位点#其中
*',"_N

%

"NN

突变所占比例最大#占突变分

离株总数的
(*+(,[

'%

8:B"&',N

%

;

突变仅占异烟肼耐药的

')+*-[

#这与其他研究的结果相似)

,&(

*

#然而异烟肼耐药也有

地域差别#如
IA?_*',

突变在乌干达
6'+,-[

#南非
*0+6)[

%

文献)

'*&',

*报道了高水平的
8:B"

突变$

1'+0'[

&#这种地域

差异可能由于标本数量不足够大所致'本研究中绝对浓度法

敏感而芯片法耐药的分离株共
',

株#其中
(-+--[

$

')

"

',

&为

8:B"&',N

%

;

突变#符合
;>IMH

等)

'6

*关于
%:B"

编码基因的

突变常见于低耐药菌的研究'导致异烟肼绝对浓度法敏感而

芯片法耐药的原因同利福平#导致绝对浓度法耐药而芯片法敏

感的原因如下!$

'

&绝对浓度法控制条件不良%$

)

&位点在检测

范围之内#但突变形式未包含其中#如
*',

除了这两种形式外#

"_N

还能置换成
"N"

(

"_"

(

__N

等%$

*

&突变位点在检测范

围之外却可导致异烟肼耐药的位点及基因片段#如
IA?_

的

'-1

(

'-(

位点%

IA9"

基因(

<C

L

c

调节子与
AB

D

N

基因等基因片

段的突变'

综上所述#基因芯片法和绝对浓度法检测利福平和异烟肼

耐药性差异无统计学意义$

"

&

-+-,

&#芯片法检测利福平耐药

性符合率为
3(+--[

#灵敏度为
3(+--[

#特异度为
3(+*)[

%检

测异烟肼灵符合率为
30+1([

#灵敏度为
3(+0([

#特异度为

((+16[

#可成为筛查利福平和异烟肼耐药性的快速有效方法'

此外#长沙地区结核分枝杆菌
cP/

和异烟肼耐药以
E

D

<!,*'

#

,)6

以及
IA?_*',

突变位点为主'
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树突状细胞产生和分泌#具有多种免疫调节作用#已证明
%#&'(

与关节炎(肺损伤(肠炎等疾病有关#且主要通过中和抗体发生

作用)

3

*

'

本实验采用与人基因结构非常相似的
!"#!

"

$

小鼠作为

造模对象#因为该小鼠对
./

敏感#遗传背景清晰'本研究结

果表明#在
./

感染初期#小鼠血清(肺泡灌洗液中
%#&'(

水平

明显升高%随着病情的发展#肺组织的持续纤维化#血清中
%#&

'(

表达逐步升高'在
./

感染后期#血清和肺泡灌洗液的
%#&

'(

水平增加#用克拉霉素治疗感染
./

小鼠后#小鼠血清和肺

泡灌洗液
%#&'(

水平明显下降#与模型组比较差异有统计学意

义$

"

$

-+-,

&#肺组织病理检查可见肺部炎症减轻'表明
./

感染小鼠后其血清和肺泡灌洗液
%#&'(

表达与
./

感染程度

有关'

综上所述#

%#&'(

参与
./

感染的病理(生理发展#引起机

体损伤'

./

感染后
%#&'(

表达下降到一定值可作为判断
./

感染得到有效控制的标志#其具体机制有待进一步研究'
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