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摘
!

要!目的
!

研究耐多药结核分枝杆菌异烟肼"

97I

$)链霉素"

F>

$及乙胺丁醇"

K>J

$耐药相关基因位

点的表达情况&方法
!

选取该院
&'(.

年
(

月至
&'(/

年
(&

月临床分离的
('(

株耐多药结核分枝杆菌!利用测

序法和基因芯片法分别检测
97I

)

F>

和
K>J

耐药相关基因及突变位点&结果
!

('(

株耐多药结核分枝杆菌

中对
F>

耐药率
+)!.8

#对
K>J

耐药率
,(!*8

#对
F>

和
K>J

二者均耐药的耐药率
**!,8

&基因芯片法检

出
),

例
97I

耐药相关基因突变!其中
<̀:G

基因
.(,>

位点突变率为
//!08

#

24U5

基因
h(,>

位点突变率为

0)!*8

&检出
+*

例
T

S

3;F>

耐药相关基因!其中
*.>

位点突变率为
0)!'8

#

00>

位点突变率为
((!'8

&检

出
*/

例
?O=JK>J

耐药相关基因!以
.'+>&

位点突变为主!突变率为
+0!'8

&测序法检出
)0

例
97I

耐药相

关基因突变!

<̀:G

基因突变以
.(,

位点为主突变率为
/.!*8

#

24U5

基因突变以
h(,

位点为主突变率为

0/!/8

#

E\

C

$-<U

S

#

基因
h(&

和
h('

位点突变率分别为
('!&8

和
0!&8

&检出
+0

例
F>

耐药相关基因突变!

T

S

3;

基因以
*.

位点为主突变率为
0+!08

#

TT3

基因
,(&

)

,(.

)

,(+

位点突变率分别为
,!)8

)

0!08

)

0!08

&检

出
,'

例
K>J

耐药相关基因
?O=J

以
.'+

位点为主突变率为
00!'8

&结论
!

耐多药结核分枝杆菌
97I

)

F>

及
K>J

耐药基因位点表达可作为结核分枝杆菌临床检测耐药性的有效依据!为提高耐多药结核分枝杆菌耐药

性检测的敏感度!应将
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耐药相关
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$-<U
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基因和
F>

耐药相关
TT3

基因纳入我国快速分子诊断产品中&
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近年来"全球结核病的防控面临严峻的考验"尤

其是耐多药结核病&

>6$-NJ

'的流行"

>6$-NJ

定义

为至少对利福平&

$L"

'和异烟肼&

97I

'耐药#据

&'(0

年世界卫生组织&

PIX

'全球结核病报告估

计$

(

%

"目前全球
>6$-NJ

患者约有
.'

万人"且
>6$-

NJ

的治愈率仅有
,,8

"

&'(/

年约有
(0

万人死于

>6$-NJ

#

>6$-NJ

的防控迫在眉睫#

97I

*链霉素

&

F>

'*乙胺丁醇&

K>J

'是现阶段治疗结核病最为常

用的一线药物$

&

%

#本文采用基因芯片法与测序法对

('(

株耐多药结核分枝杆菌三种常用一线药物
97I

*

F>

*

K>J

的耐药基因位点表达情况进行更进一步探

究"为应用适合合肥地区甚至更大范围快速检测

>6$-NJ97I

*

F>

*

K>J

的耐药性提供更多的分子

诊断数据#现将结果报道如下#

$

!

材料与方法

$!$

!

菌株来源
!

('(

株耐多药结核分枝杆菌均取自

&'(.

年
(

月至
&'(/

年
(&

月在本院接受诊治的结核

病患者#结核分枝杆菌标准野生对照株为
I./$Y

&

5N##&/&)*

'由中国疾病预防控制中心传染病控制

所提供#

$!%

!

仪器与试剂
!

美国
5J9

公司
5J9/.''

基因扩

增仪+深圳亚能公司
[7-I(+

分子杂交仪+操作按仪

器说明书进行#结核耐药突变检测试剂盒购自深圳

亚能生物技术有限公司+

97I

*

$L"

*

K>J

*

F>

药敏

培养基和菌种鉴别培养基购自珠海贝索生物技术

公司#

$!&

!

方法

$!&!$

!

菌株分离鉴定和体外药物敏感试验
!

分离到

的阳性分枝杆菌菌株"采用
PIX

推荐的改良罗氏培

养基比例法"培养
&

$

.

周"用含对硝基苯甲酸&

"7-

J5

'和噻吩
-&-

羧酸肼&

N#I

'的鉴别培养基进行菌

种鉴定#各含药培养基内的药物临界浓度分别为

97I'!&O

R

(

;

"

$L"*'O

R

(

;

"

F>*O

R

(

;

"

K>J&

O

R

(

;

#菌株在做药物敏感性试验的同时采用
"7J

(

N#I

进行菌群的初步鉴定"鉴别结核*非结核和牛分

枝杆菌"见表
(

#

$!&!%

!

细菌基因组
675

提取
!

从改良
;-%

培养基

斜面生长良好的耐多药结核分枝杆菌刮取一菌环"溶

于
&''

#

;

缓冲液&

S

Ii0!'

'中"经
0,f

水浴
.'O24

灭活"取菌悬液
&'

#

;

加入
&'

#

; >

裂解液混匀"然

后
), f

沸水煮沸
(' O24

"相对离心力&

$#L

'

i

+&0,d

R

离心
&O24

"取上清液转移至新管中即为

675

模版"

h&'f

保存#

表
(

!!

结核)非结核和牛分枝杆菌鉴定

菌种
"7J N#I ;-%

结核分枝杆菌
h m m

牛分枝杆菌
h h m

非结核性分枝杆菌
m m m

$!&!&

!

耐多药结核分枝杆菌基因聚合酶链反应

&

"#$

'扩增
!

取
*

#

; 675

模版加入扩增管内"

$#Li.(*&

R

离心
&3

后放入
"#$

仪按程序扩增"

扩增条件为!

),f('O24

"

),f*,3

*

,*f.'3

*

+0

f+'3d*'

次"

+0f

延伸
,O24

#从
U::

S

!((

ZZ!4H-

=2!4BO!42U!

R

EY

的
G?4=<4̀

中获得结核分枝杆菌标

准株
I./$Y

的
<̀:G

*

24U5

*

?O=J

*

T

S

3;

*

TT3

基因序

列$

.

%

#采用
S

T2O?T

S

T?O2?T,!'

设计引物"引物序列

见表
&

#

表
&

!!

基因合成引物序列

引物名称 引物序列
"#$

产物

长度&

=

S

'

M<:G

正向!

,e-#G5#G5NG#NGG##5#NG5#-.e *.,

反向!

,e-#G5#G5NG#NGG##5#NG5#-.e

24U5

正向!

,e-##N#G#NG###5G555GGG5-.e &*0

反向!

,e-5N#####GGNNN##N##GGN-.e

T

S

3B

正向!

,e-GNGNG#5GGNGGNG#5NGG#-.e /'(

反向!

,e-5N##5GNN#N#555#5##5#-.e

TT3

正向!

,e-G#5NGG##G5#555#5G55#-.e **'

反向!

,e-G####NNG#GNGG#5N#5G#-.e

?OUJ

正向!

,e-#GG#5NG#G##GG#NG5NN#-.e .0/

反向!

,e-##5#5G5#NGG#GN#G#NG-.e

$!&!'

!

基因芯片杂交*洗膜显色与结果判断
!

将

)

*(/(
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"#$

产物
&,

#

;

加入离心管中沸水煮
('O24

"放入已

经预热的杂交箱中于
,0!.f

杂交
&U

"取出膜条洗涤

(,O24

"最后将膜条浸泡在显色液中避光显色观察结

果"蓝色为检出该位点#该基因芯片法可检测异烟肼

耐药相关突变位点!

.(,>

*

h(,>

+链霉素耐药相关突

变位点!

*.>

*

00>

+乙胺丁醇耐药相关突变位点!

.'+>(

*

.'+>&

*

.'+>.

#

$!&!(

!

675

序列分析
!

('(

株耐多药菌株和部分正

常样本送往深圳亚能生物公司进行序列分析"以便于

检测
675

扩增的特异性和基因芯片杂交结果的准确

性"同时便于挖掘新的耐药基因突变位点#测序结果

比对用
GK7W?

软件中的
5B2

R

4

将测序结果与标准菌

株
I./$Y

的基因序列进行比对$

*

%

"确定基因突变

位点#

$!'

!

统计学处理
!

采用数理统计软件
F"FF()!'

对

收集的数据进行整理与统计分析"率及构成比等计数

资料的比较行
!

& 检验"

G

$

'!',

表示差异有统计学

意义#

%

!

结
!!

果

%!$

!

('(

株
>6$-NJ

的
F>

*

K>J

耐药率
!

('(

例

>6$-NJ

中对
F>

耐药的
/'

例"耐药率
+)!.8

+对

K>J

耐药的
,&

例"耐药率
,(!*8

+对
F>

和
K>J

二

者均耐药的
*,

例"耐药率
**!,8

#

%!%

!

基因芯片法检测
97I

*

F>

及
K>J

基因突变位

点分布情况
!

('(

例
>6$-NJ

中基因芯片法检出
),

例
97I

耐药相关基因"其中
/*

例
<̀:G

基因
.(,>

位

点突变"突变率为
//!08

+

0,

例
24U5

基因
h(,>

位

点突变"突变率为
0)!*8

+

/&

例
.(,>

与
h(,>

位点

共同突变"突变率为
/,!/8

#检出
+*

例
T

S

3;F>

耐

药相关基因"其中
,/

例
*.>

位点突变"突变率为

0)!'8

+

/

例
00>

位点突变"突变率为
((!'8

#检出
*/

例
?O=JK>J

耐药相关基因"其中
(+

例
.'+>(

位点突

变"突变率为
.*!'8

+

.&

例
.'+>&

位点突变"突变率为

+0!'8

+

&

例
.'+>.

位点突变"突变率为
*!&8

#

%!&

!

测序法检测
97I

*

F>

及
K>J

基因突变位点分

布情况
!

('(

例
>6$-NJ

中测序法检出
)0

例
97I

耐药相关基因突变"其中
/&

例
<̀:G

基因
.(,

位点突

变"突变率为
/.!*8

"

&

例
<̀:G

基因
*+.

位点突变"

突变率为
&!'8

+

0+

例
24U5

基因
h(,

位点突变"突变

率为
0/!/8

"

(

例
24U5

基因
h0

位点突变"突变率为

(!(8

"

(

例
24U5

基因
h(/

位点突变"突变率为

(!(8

+

('

例
E\

C

$-<U

S

#

基因
h(&

位点突变"突变率

为
('!&8

"

0

例
E\

C

$-<U

S

#

基因
h('

位点突变"突变

率为
0!&8

#检出
+0

例
F>

耐药相关基因突变"其中

,)

例
T

S

3;

基因
*.

位点突变"突变率为
0+!08

+

)

例

T

S

3;

基因
00

位点突变"突变率为
(.!&8

+

*

例
TT3

基

因
,(&

位点突变"突变率为
,!)8

"

+

例
TT3

基因
,(.

位点突变"突变率为
0!08

"

+

例
TT3

基因
,(+

位点突

变"突变率为
0!08

#检出
,'

例
?O=JK>J

耐药相关

基因"其中
**

例
.'+

位点突变"突变率为
00!'8

+

&

例
*'+

位点突变"突变率为
*!'8

#

&

!

讨
!!

论

!!

随着抗菌药物大量应用使得结核病也出现了新

的分型"

>6$-NJ

便是其中之一#

>6$-NJ

的出现

不仅增加了结核病治疗的难度"而且为患者的生命安

全带来了极大的威胁"

>6$-NJ

控制的关键是早期选

择敏感药物联合治疗$

,

%

#

97I

*

F>

和
K>J

是抗结核

治疗的主要一线药物"如何早期快速检测其在
>6$-

NJ

中的耐药性对
>6$-NJ

的及时有效治疗至关重

要#目前的研究表明"结核分枝杆菌耐药的主要机制

是因为基因突变"结核分枝杆菌
<̀:G

*

24U5

*

?O=J

*

T

S

3;

基因的点突变分别与结核分枝杆菌耐受
97I

*

K>J

和
F>

的药物密切相关$

+

%

#本研究采用比例药

敏法 选 取
('(

株
>6$-NJ

"发 现
F>

耐 药 率 为

+)!.8

"

K>J

耐药率为
,(!*8

"远高于我国非
>6$-

NJ

的耐药率$

/

%

"这可能是这两种药物在临床使用频

率过高有关#为进一步探究合肥地区
>6$-NJ

的耐

药基因位点表达情况"同时挖掘有无新的基因型及突

变位点"本研究采用
"#$m

反向点杂交&

$6J

'相结合

的基因芯片技术和测序法检测
('(

株
>6$-NJ

的

97I

*

F>

*

K>J

的耐药基因位点表达情况#结果发

现
('(

例
>6$-NJ

中基因芯片法和测序法分别检出

),

例和
)0

例
97I

耐药相关基因突变"另外几例没有

检出耐药相关基因位点突变"可能存在本研究之外的

基因型及位点或其他耐药机制"与
97I

耐药的相关

基因很多"最常见的有
<̀:G

*

24U5

*

4@U

*

E\

C

$-<U

S

#

*

<̀35

等$

0

%

#本研究中
<̀:G

基因
.(,

位点和
24U5

基

因
h(,

位点均具有较高的突变率"提示
97I

耐药相

关基因以
<̀:G

基因
.(,

位点和
24U5

基因
h(,

位点

为主"与国内文献报道一致$

)-('

%

#测序法检测结果提

示还存在其他基因型及位点表达"本研究还检测出
&

例
<̀:G

基因
*+.

位点突变"

(

例
24U5

基因
h0

位点

突变"

(

例
24U5

基因
h(/

位点突变"特别是检测出
('

例
E\

C

$-<U

S

#

基因
h(&

位点突变"突变率为
('!&8

"

0

例
E\

C

$-<U

S

#

基因
h('

位点突变"突变率为
0!&8

#

提示实验室运用分子生物学手段进行
97I

耐药基因

位点检测时应重视
E\

C

$-<U

S

#

基因及其位点突变的

检测#

F>

是氨基环醇糖苷类抗菌药物"研究表明"编

码小亚基核糖体蛋白
3(&

的
T

S

3B

和编码
(+3$75

的

TT3

基因突变是
>NJ

耐
F>

的主要分子机制$

((

%

#本

研究检出
F>

耐药相关基因
T

S

3;

"其常见突变位点为

*.

和
00

"其中以
*.

位点突变为主"突变率分别为

0)!'8

&基因芯片法'和
0+!08

&测序法'+测序法同时

又检出
*

例
TT3

基因
,(&

位点突变"突变率为
,!)8

"

+

例
TT3

基因
,(.

位点突变"突变率为
0!08

"

+

例
TT3

基

因
,(+

位点突变"突变率为
0!08

"说明
TT3

也是
F>

)

,(/(

)
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耐药的一个常见耐药相关基因"这与其他研究报道观

点一致$

((

%

#本研究中约有
,8F>

耐药株没有检出

T

S

3B

和
TT3

基因位点突变"是否存在其他耐药机制或

耐药相关基因有待进一步研究#

K>J

是治疗
>6$-

NJ

的重要药物"本文中
K>J

的耐药率高达
,(!*8

"

与国内有些研究报道一致$

(&-(*

%

#

K>J

的耐药机制研

究显示"结核分枝杆菌
K>J

耐药性的产生主要与

?O=#5J

基因座突变有关"且以
?O=J

突变为主$

(,

%

"

有研究报道在
K>J

耐药菌株中
?O=J.'+

位点突变

率约为
+08

$

(+

%

#本研究检出
?O=J.'+

位点的突变率

为
008

"明显高于其他研究报道的突变率"可能系研

究的对象为耐多药分枝杆菌有关$

(+

%

+测序法同时检出

&

例
?O=J*'+

位点突变"提示
?O=J*'+

位点也可能

是耐药相关基因位点之一#

'

!

结
!!

论

!!

测序技术有助于从全基因组水平探讨
97I

*

F>

及
K>J

的耐药机制"耐多药结核分枝杆菌
97I

*

F>

及
K>J

耐药基因位点表达可作为临床检测耐药性的

有效依据+应当将
97I

耐药相关
E\

C

$-<U

S

#

基因和

F>

耐药相关
TT3

基因纳入我国快速分子诊断产品

中"以提高耐多药结核分枝杆菌耐药性检测的敏

感度#
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