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某院结核分枝杆菌利福平和异烟肼耐药基因特征
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［摘　要］　目的　了解某院结核分枝杆菌（ＭＴＢ）利福平耐药相关基因狉狆狅Ｂ及异烟肼耐药相关基因犽犪狋Ｇ、犻狀犺Ａ

的突变特征，为耐药结核病的预防和治疗提供科学依据。方法　收集８３例结核病患者痰标本，分离培养 ＭＴＢ，采

用ＢＤ９６０液体法检测利福平、异烟肼耐药性，提取菌株ＤＮＡ，采用聚合酶链反应扩增狉狆狅Ｂ、犽犪狋Ｇ、犻狀犺Ａ全基因，对

扩增产物进行测序分析。结果　８３株样本中，３９株对利福平耐药，５１株对异烟肼耐药。耐利福平菌株狉狆狅Ｂ基因

突变率为９７．４４％（３８／３９），５３１位点突变率６０．５３％（２３／３８），５２６位点突变率２３．６８％（９／３８），３２株出现多位点联

合突变。耐异烟肼菌株犽犪狋Ｇ基因突变率为９８．０４％（５０／５１），共发现１６种突变类型，其中以犽犪狋Ｇ３１５位点突变为

主，占７０．００％（３５／５０），１株为犽犪狋Ｇ与犻狀犺Ａ联合突变。结论　该院耐多药 ＭＴＢ产生耐药性与狉狆狅Ｂ和犽犪狋Ｇ基因

突变相关，检测 ＭＴＢ耐多药相关基因突变可为早期快速诊断耐药结核病提供参考依据。
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　　结核病是由结核分枝杆菌（犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌

犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊，犕犜犅）感染引起的一种对人类健康危害

严重的慢性传染病。２０１５年全球新增结核病例

１０４０万，新增耐多药结核病例４８万，超半数来自印

度、中国和俄罗斯［１］。结核病是２０１６年传染性疾病

中排名第一的死亡原因［２］。我国现有４２７万活动性

肺结核患者，是全球３０个结核病高负担国家之一，

新发结核病病例位居全球第三，新增耐多药结核患

者数居全球第二［３］。耐多药结核病（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅ

ｓｉｓｔａｎｔｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＭＤＲＴＢ）是指结核病患者感

染的 ＭＴＢ至少同时对利福平（ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎ，ＲＦＰ）和

异烟肼（ｉｓｏｎｉａｚｉｄ，ＩＮＨ）产生耐药性
［４］。２０１５年我

国每１０位结核病患者中仅有３位得到准确诊断，每

１００位 ＭＤＲＴＢ患者仅有５位获得有效治疗
［５］。

目前，快速检测 ＭＴＢ耐药相关基因的方法在全球

范围内日益增多，国内各地区积极开展研究地区耐

药基因突变特征，以期获得快速分子检测信息。本

研究通过基因测序法分析结核分枝杆菌ＲＦＰ耐药

相关基因狉狆狅Ｂ和ＩＮＨ 耐药相关基因犽犪狋Ｇ、犻狀犺Ａ

启动子的突变情况，探讨某院耐药结核分枝杆菌临

床分离株狉狅狆Ｂ、犽犪狋Ｇ和犻狀犺Ａ基因突变特征及其与

耐药性的相互关系，为新兴 ＭＤＲＴＢ分子诊断技术

在本地区的应用提供理论支撑，也为该院制定耐药

结核病防治规划提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　收集２０１２年８月—２０１４年５月

某市传染病专科医院住院患者送检痰标本分离培养

的ＭＴＢ８３株，菌株来源包括新发和复发患者，年龄

为１５～７７岁；男性５６例，女性２７例。所有 ＭＴＢ

ＤＮＡ标本均保存于７０℃冰箱并统一进行相关耐药

基因突变位点检测。

１．２　研究方法

１．２．１　菌株分离鉴定及药敏试验　严格按照国家

结核病细菌学检验标准化规程进行试验，标本用

ＢＡＣＴＥＣＭＧＩＴ９６０全自动分枝杆菌培养仪培养，

培养阳性的菌株进行抗酸染色，利用实时荧光定量

ＰＣＲ进行菌种鉴定。采用世界卫生组织（ＷＨＯ）推

荐的比例法对ＲＦＰ、ＩＮＨ、链霉素和乙胺丁醇进行

敏感性试验，４种药物在培养基中的临界浓度分别

为１、０．１、１和５ｍｇ／Ｌ，根据待测管与空白对照管中

分枝杆菌的生长情况对比判断该药的敏感性，结果

判读为耐药（Ｒ）或敏感（Ｓ）。

１．２．２　细菌ＤＮＡ的制备　吸取一定量的液体培

养基中生长的 ＭＴＢ，在８０℃恒温箱中灭活６０ｍｉｎ，

使用 Ｑｉａｇｅｎ公司的细菌基因提取试剂盒提取基因

组ＤＮＡ，操作按说明书进行。

１．２．３　引物设计与合成　通过ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃ

ｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／的ｇｅｎｅｂａｎｋ获得标准株 Ｈ３７Ｒｖ

狉狆狅Ｂ、犽犪狋Ｇ和犻狀犺Ａ基因全序列，采用ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍ

ｉｅｒ５．０设计引物，引物由北京六合华大基因科技股

份有限公司合成，引物序列见表１。

表１　目的基因扩增引物序列

犜犪犫犾犲１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｏｒｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓ

引物 序列（５’－３’） 产物长度（ｂｐ）

狉狆狅ＢＦ ＧＣＣＡＧＡＧＣＡＡＡＡＣＡＧＣＣ ７４９

狉狆狅ＢＲ ＧＴＴＧＣＧＧＧＡＣＡＧＡＴＴＧＡＴ

犽犪狋ＧＦ ＡＧＣＡＡＣＡＣＣＣＡＣＣＣＡＴＴＡＣ ５８１

犽犪狋ＧＲ ＡＣＡＧＧＣＡＧＣＧＡＣＧＡＡＧＴ

犻狀犺ＡＦ ＴＴＡＣＡＧＧＡＣＴＧＣＴＧＧＡＣＧ ２５７

犻狀犺ＡＲ ＴＣＣＧＴＣＧＧＣＧＴＡＧＡＴＧ

１．２．４　目的基因的扩增与测序　ＰＣＲ反应体积为

５０μＬ，包括３μＬ模板，５μＬ１０× ＬＡＰＣＲＢｕｆｆｅｒ

ＩＩ，２．５μＬ引物，８μＬｄＮＴＰ混合液，０．５μＬＴａｑ

ＰＣＲｍａｓｔｅｒｍｉｘ，３１μＬ 去离子水。扩增条件：

９４℃变性１ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５８℃３０ｓ，７２℃２１０ｓ，３０

个循环；７２℃延伸７ｍｉｎ。ＰＣＲ产物送华大基因公

司进行纯化和测序，测序结果与 ＭＴＢ 标准株

Ｈ３７Ｒｖ序列比对分析。

１．３　统计分析　应用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行数

据分析，计数资料采用χ
２ 检验，犘≤０．０５为差异有

统计学意义。

２　结果

２．１　药敏结果　收集的８３株 ＭＴＢ临床样本中，

耐药株６０株，全敏感株２３株。其中ＲＦＰ耐药株３９

株，敏感株４４株；ＩＮＨ耐药株５１株，敏感株３２株；

对ＲＦＰ及ＩＮＨ同时耐药３０株。

２．２　ＲＦＰ耐药相关基因狉狆狅Ｂ的突变特征　３９株

ＲＦＰ耐药株中有３８株检测到狉狆狅Ｂ基因突变，突变

率达９７．４４％（３８／３９），其中３６株在狉狆狅Ｂ基因８１ｂｐ

的基因核心区域内发生突变，２株在１１５６位点发生

突变。测序结果显示，３９株ＲＦＰ耐药株中共发现

１９种突变形式，其中９种为本研究新发现的突变类

型，主要包括两个以上密码子联合突变、点突变、同一
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密码子双重突变，未发现碱基插入或缺失。突变菌株

中单位点突变有６株（１５．７９％），多位点联合突变有

３２株（８４．２１％）。最常见的突变位点为５３１位点，突

变率达６０．５３％（２３／３８），变化形式主要由组氨酸

（Ｈｉｓ）突变为亮氨酸（Ｌｅｕ）或酪氨酸（Ｔｙｒ）；其次的突

变位点为５２６位点，突变率为２３．６８％（９／３８）。４４株

ＲＦＰ敏感菌株中有３１株检测到突变，其中１１５６位

点同义突变占８０．６５％（２５／３１）。见表２。

表２　８３株 ＭＴＢＲＦＰ耐药相关基因狉狆狅Ｂ突变特征

犜犪犫犾犲２　ＭｕｔａｔｉｏｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＲＦＰｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅ狉狆狅Ｂｉｎ８３ｓｔｒａｉｎｓｏｆＭＴＢ

核苷酸突变类型 氨基酸改变
突变菌株数

（突变率，％）

ＤＳＴ表型耐药结果

耐药株数 敏感株数

ＮＭ ＮＭａ １４（１６．８７） １ １３

ＧＡＡ→ＧＧＡ＋ＴＣＧ→ＴＴＧ＋ＧＣＴ→ＧＣＣ Ｅ１６２Ｇｂ＋Ｓ５３１Ｌ＋Ａ１１５６Ａｃ １（１．２０） １ ０

ＡＣＧ→ＣＣＧ＋ＴＣＧ→ＴＴＧ Ｔ２４０Ｐｂ＋Ｓ５３１Ｌ ２（２．４１） ２ ０

ＧＧＣ→ＧＡＣ＋ＴＣＧ→ＴＴＧ Ｇ３１７Ｃｂ＋Ｓ５３１Ｌ １（１．２０） １ ０

ＴＣＧ→ＣＣＧ＋ＴＴＣ→ＧＴＣ＋ＧＡＣ→ＧＴＣ＋ＧＣＴ→ＧＣＣ Ｓ３３５Ｐｂ＋Ｆ５０５Ｖｂ＋Ｃ５１６Ｖ＋Ａ１１５６Ａｃ １（１．２０） １ ０

ＧＣＧ→ＧＴＧ＋ＴＣＧ→ＴＴＧ＋ＧＣＴ→ＧＣＣ Ａ３５７Ｖｂ＋Ｓ５３１Ｌ＋Ａ１１５６Ａｃ １（１．２０） １ ０

ＧＡＣ→ＧＡＴ＋ＧＣＴ→ＧＣＣ Ｄ３８２Ｄｃ＋Ａ１１５６Ａｃ １（１．２０） ０ １

ＣＧＧ→ＴＧＧ＋ＴＣＧ→ＴＴＧ＋ＧＣＴ→ＧＣＣ Ｒ４７８Ｗｂ＋Ｓ５３１Ｌ＋Ａ１１５６Ａｃ １（１．２０） １ ０

ＡＴＣ→ＴＴＣ Ｉ５７２Ｆ １（１．２０） ０ １

ＣＴＧ→ＣＣＧ Ｌ５１１Ｐ １（１．２０） ０ １

ＣＴＧ→ＣＧＧ＋ＧＡＣ→ＴＡＣ＋ＧＣＴ→ＧＣＣ Ｌ５１１Ｒ＋Ｄ５１６Ｙ＋Ａ１１５６Ａｃ １（１．２０） １ ０

ＣＴＧ→ＣＣＧ＋ＣＡＣ→ＡＡＣ＋ＡＧＧ→ＡＡＧ Ｌ５３３Ｐ＋Ｈ５２６Ｎ １（１．２０） １ ０

ＣＴＧ→ＣＣＧ＋ＴＣＧ→ＴＴＧ Ｌ５１１Ｐ＋Ｓ５７４Ｌ １（１．２０） １ ０

ＣＴＧ→ＣＣＧ＋ＴＣＧ→ＴＴＧ＋ＧＣＴ→ＧＣＣ Ｌ５１１Ｐ＋Ｓ５７４Ｌ＋Ａ１１５６Ａｃ １（１．２０） １ ０

ＣＴＧ→ＣＣＧ＋ＧＣＴ→ＧＣＣ Ｌ５１１Ｐ＋Ａ１１５６Ａｃ １（１．２０） ０ １

ＧＡＣ→ＴＡＣ＋ＣＡＣ→ＧＡＣ＋ＧＣＴ→ＧＣＣ Ｄ５１６Ｙ＋ Ｈ５２６Ｄ＋Ａ１１５６Ａｃ １（１．２０） １ ０

ＣＡＣ→ＴＧＣ Ｈ５２６Ｃ １（１．２０） ０ １

ＣＡＣ→ＴＡＣ Ｈ５２６Ｙ ２（２．４１） ２ ０

ＣＡＣ→ＧＡＴ＋ＡＡＣ→ＡＣＣ＋ＧＣＴ→ＧＣＣ Ｈ５２６Ｄ＋Ｎ５９７Ｔｂ＋Ａ１１５６Ａｃ １（１．２０） １ ０

ＣＡＣ→ＴＡＣ＋ＣＡＴ→ＡＡＴ＋ＧＣＴ→ＧＣＣ Ｈ５２６Ｙ＋Ｈ８３０Ｎｂ＋Ａ１１５６Ａｃ １（１．２０） １ ０

ＣＡＣ→ＣＧＣ＋ＣＧＣ→ＣＴＣ＋ＧＣＴ→ＧＣＣ Ｈ５２６Ｒ＋Ｒ９５２Ｌｂ＋Ａ１１５６Ａｃ １（１．２０） １ ０

ＣＡＣ→ＡＡＣ＋ＧＣＴ→ＧＣＣ Ｈ５２６Ｎ＋Ａ１１５６Ａｃ １（１．２０） ０ １

ＣＡＣ→ＣＧＣ＋ＧＣＴ→ＧＣＣ Ｈ５２６Ｒ＋Ａ１１５６Ａｃ ２（２．４１） ２ ０

ＴＣＧ→ＴＴＧ Ｓ５３１Ｌ ２（２．４１） ２ ０

ＴＣＧ→ＴＴＧ＋ＧＣＴ→ＧＣＣ Ｓ５３１Ｌ＋Ａ１１５６Ａｃ １５（１８．０７） １５ ０

ＧＣＴ→ＧＣＣ Ａ１１５６Ａｃ ２７（３２．５３） ２ ２５

　　注：ＮＭａ为无基因突变；ｂ为ＴＢＤＲｅａＭＤＢ结核分枝杆菌数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｔｂｄｒｅａｍｄｂ．ｃｏｍ）中未报道位点；ｃ为氨基酸同义突变，该位

点在ＴＢＤＲｅａＭＤＢ结核分枝杆菌数据库中未见报道；突变前后改变氨基酸使用一字码简写；ＴＢＤＲｅａＭＤＢ结核分枝杆菌数据库查询日期为

２０１７年７月２５日

２．３　ＩＮＨ耐药相关基因犽犪狋Ｇ、犻狀犺Ａ的突变特征　

９８．０４％（５０／５１）的ＩＮＨ耐药株在犽犪狋Ｇ基因出现突

变，其中１４株为单位点突变，３６株存在多位点联合

突变。１４株单位点突变菌株中，有８株为犽犪狋Ｇ３１５

位点突变；３６株多位点联合突变菌株中，有２７株为

犽犪狋Ｇ３１５ 位 点 突 变；犽犪狋Ｇ ３１５ 位 点 突 变 率 为

７０．００％（３５／５０）。３２株ＩＮＨ 敏感菌株中未发现

犽犪狋Ｇ３１５位点突变。犽犪狋Ｇ４６３位密码子在耐药株

和敏感株中均检测到突变，突变率分别为７４．５１％

（３８／５１）、５９．３８％（１９／３２），两者突变率比较，差异无

统计学意义（χ
２＝２．０９，犘＝０．１５）。５１株ＩＮＨ耐药

株中仅１株检测到犻狀犺Ａ２１位点突变，且为犻狀犺Ａ２１

位点与犽犪狋Ｇ４６３位点联合突变，其余５０株分离株

犻狀犺Ａ２１位点基因序列与标准株 Ｈ３７Ｒｖ序列均一

致；ＩＮＨ敏感株未检测到犻狀犺Ａ２１位点基因突变。

见表３。
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表３　８３株 ＭＴＢ分离株犽犪狋Ｇ、犻狀犺Ａ基因突变情况

犜犪犫犾犲３　Ｍｕｔａｔｉｏｎｏｆ犽犪狋Ｇａｎｄ犻狀犺Ａｇｅｎｅｓｉｎ８３ＭＴＢｓｔｒａｉｎｓ

核苷酸突变类型 氨基酸改变
突变菌株数

（突变率，％）

ＤＳＴ表型耐药结果

耐药株数 敏感株数

ＮＭ ＮＭａ １１（１３．２５） １ １０

ＣＣＧ→ＡＣＧ＋ＧＴＣ→ＡＴＣ＋ＣＧＧ→ＣＴＧ Ｐ１００Ｔｂ＋Ｖ１９６Ｉｂ＋Ｒ４６３Ｌ １（１．２０） １ ０

ＧＣＧ→ＧＴＧ＋ＣＧＧ→ＣＴＧ Ａ１０６Ｖ＋Ｒ４６３Ｌ １（１．２０） １ ０

ＴＧＧ→ＧＧＧ Ｗ１９１Ｇｂ １（１．２０） １ ０

ＴＧＧ→ＣＧＧ Ｗ１９１Ｒ １（１．２０） ０ １

ＴＧＧ→ＧＧＧ＋ＣＧＧ→ＣＴＧ Ｗ１９１Ｇｂ＋Ｒ４６３Ｌ ２（２．４１） １ １

ＧＣＣ→ＧＣＡ＋ＡＧＣ→ＡＣＣ＋ＣＧＧ→ＣＴＧ Ａ２０３Ａｃ＋Ｓ３１５Ｔ＋Ｒ４６３Ｌ １（１．２０） １ ０

ＧＣＧ→ＧＴＧ Ａ２６４Ｖｂ １（１．２０） １ ０

ＡＧＣ→ＡＡＣ Ｓ３１５Ｎ １（１．２０） １ ０

ＡＧＣ→ＡＣＡ Ｓ３１５Ｔ ２（２．４１） ２ ０

ＡＧＣ→ＡＣＣ Ｓ３１５Ｔ ５（６．０２） ５ ０

ＡＧＣ→ＧＧＣ＋ＣＧＧ→ＣＴＧ Ｓ３１５Ｇ＋Ｒ４６３Ｌ １（１．２０） １ ０

ＡＧＣ→ＡＣＣ＋ＣＧＧ→ＣＴＧ Ｓ３１５Ｔ＋Ｒ４６３Ｌ ２５（３０．１２） ２５ ０

ＣＣＧ→ＴＣＧ＋ＣＧＧ→ＣＴＧ Ｐ３２５Ｓｂ＋Ｒ４６３Ｌ １（１．２０） １ ０

ＡＣＧ→ＴＣＧ Ｔ３４４Ｓ １（１．２０） ０ １

ＡＣＧ→ＡＣＡ＋ＴＡＣ→ＧＡＣ Ｔ３４５Ｔｃ＋Ｙ６０８Ｄｂ ２（２．４１） ２ ０

ＣＧＧ→ＣＴＧ Ｒ４６３Ｌ ２１（２５．３０） ３ １８

ＣＧＧ→ＣＴＧ＋ＧＧＣ→ＧＡＣ Ｒ４６３Ｌ＋Ｇ４９０Ｄｂ １（１．２０） １ ０

ＣＧＧ→ＣＴＧ＋ＡＡＣ→ＧＡＣ Ｒ４６３Ｌ＋Ｎ５０８Ｄｂ ２（２．４１） ２ ０

ＡＣＣ→ＧＣＣ Ｔ５６８Ａ １（１．２０） ０ １

ＣＧＧ→ＣＴＧ＋ＡＴＣ→ＧＴＣ Ｒ４６３Ｌ＋Ｉ２１Ｖ １（１．２０） １ ０

　　：为犻狀犺Ａ基因上的密码子；ＮＭａ为无基因突变；ｂ为ＴＢＤＲｅａＭＤＢ结核分枝杆菌数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｔｂｄｒｅａｍｄｂ．ｃｏｍ）中未报道位点；

ｃ为氨基酸同义突变，该位点在ＴＢＤＲｅａＭＤＢ结核分枝杆菌数据库中未见报道；突变前后改变氨基酸使用一字码简写；ＴＢＤＲｅａＭＤＢ结核分枝

杆菌数据库查询日期为２０１７年７月２５日

３　讨论

２１世纪以来，随着耐药 ＭＴＢ的出现和传播，全

球结核病疫情呈现死灰复燃的态势，耐药结核病患

者尤其是耐多药及广泛耐药性结核病患者逐年增

加，给公共卫生安全带来严重威胁。ＩＮＨ 和 ＲＦＰ

作为目前使用最广泛的一线抗结核药物，在 ＭＴＢ

耐药谱中高居前２位
［６］，而ＩＮＨ和ＲＦＰ较高耐药

率的出现，主要与其耐药基因突变相关［７］。全国各

地区关于 ＭＴＢ耐ＲＦＰ和ＩＮＨ相关基因的突变频

率存在差异，因此，以地区为单位研究 ＭＴＢ耐药基

因的突变特征对各地区开展结核病防治工作有重大

意义。

狉狆狅Ｂ是 ＭＴＢＲＮＡ聚合酶β亚单位的编码基

因，长约３５３４ｂｐ，编码１１７８个氨基酸。大量研

究［８９］表明，９０％～９７％耐ＲＦＰ的 ＭＴＢ是由狉狆狅Ｂ

基因内的ＲＦＰ耐药基因核心区（ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎｒｅｓｉｓｔ

ａｎｃｅｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇｒｅｇｉｏｎ，ＲＲＤＲ）发生突变引起。本

研究结果显示，８３株 ＭＴＢ中有３９株出现ＲＦＰ耐

药，ＲＦＰ耐药率为４６．９９％，耐ＲＦＰ菌株中检测到

狉狆狅Ｂ基因 ＲＲＤＲ 区域内突变３６ 株，突变率达

９２．３１％（３６／３９）。本研究中不计入同义突变类型，

最常见的突变位点是５３１、５２６位点，突变频率分别

为６０．５３％（２３／３８）和２３．６８％（９／３８），两位点突变

频率之和占８４．２１％（３２／３８）；其中５３１位点突变频

率高 于 湖 南 报 道 的 ５１．１％
［１０］和 江 苏 报 道 的

５５．４％
［１１］，低于新疆地区报道的７３．６％

［１２］，说明地

区间狉狆狅Ｂ５３１突变频率存在一定差异。此外，发现

有３株菌在ＲＲＤＲ区内出现双碱基突变，以狉狆狅Ｂ

５１１和５１６位点、狉狆狅Ｂ５１６和５２６位点以及狉狆狅Ｂ

５２６和５３３位点联合突变的形式存在，考虑可能

狉狆狅Ｂ５１１、５１６和５３３位点突变与ＲＦＰ低浓度耐药

有关［１３］。ＲＲＤＲ 区域外发现２个同义突变位点

Ｄ３８２Ｄ和 Ａ１１５６Ａ，可能与 ＲＦＰ耐药无关
［１４］。本

研究还检测到１０个未被ＴＢＤＲｅａＭＤＢ结核分枝杆

菌数据库收录的Ｅ１６２Ｇ、Ｔ２４０Ｐ、Ｇ３１７Ｄ等位点，这

些位点以与ＲＲＤＲ区的狉狆狅Ｂ５３１、５２６、５１６、５１１等

位点联合突变的形式存在，分析这种联合突变类型

中ＲＲＤＲ区的突变位点可能对 ＭＴＢ耐ＲＦＰ起主

导作用，区域外与之联合突变的位点与ＲＦＰ耐药的

相关性并不明确，也许有协同作用，也可能与ＲＦＰ
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耐药无关，尚待日后研究。本研究中发现 ＭＴＢ耐

ＲＦＰ以狉狆狅Ｂ５３１位点突变为主，其次是５２６位点，

与２０１２年广东地区报道
［１５］狉狆狅Ｂ基因突变特征相

似，说明检测此两位点存在突变与否可以作为该地

区 ＭＴＢ对ＲＦＰ耐药性的分子诊断依据。

ＩＮＨ是前体药物，通过被动扩增进入 ＭＴＢ菌

体内，能抑制细胞壁分枝菌酸的合成，从而破坏其完

整性以达到杀菌目的。ＩＮＨ 耐药机制复杂，涉及

犽犪狋Ｇ酶、烯酰脂酰载体蛋白还原酶（犻狀犺Ａ）、β酮酰

基运载蛋白合成酶（ｋａｓＡ）、烷基过氧化氢还原酶

（ａｈｐＣ）和还原型辅酶Ｉ脱氢酶（ｎｄｈ）等基因。据研

究报道，８５％以上ＩＮＨ 耐药株存在犽犪狋Ｇ基因和

犻狀犺Ａ１５位点突变
［１６１８］。本研究中，８３株 ＭＴＢ菌

株有５１株耐ＩＮＨ，耐药率为６１．４５％，检测到犽犪狋Ｇ

基因序列突变为５０株，突变率为９８．０４％（５０／５１），

仅１株检测到犻狀犺Ａ突变，表明犽犪狋Ｇ基因突变与

ＩＮＨ耐药相关。本次测序结果显示，犽犪狋Ｇ３１５位点

突变率为７０．００％（３５／５０），且存在犽犪狋Ｇ３１５突变

的均为ＩＮＨ耐药株，说明在该院可将犽犪狋Ｇ３１５突

变作为快速检测 ＭＴＢ对ＩＮＨ 耐药性的一个可靠

标志。同时，ＩＮＨ 耐药株中还检测到犽犪狋Ｇ 基因

Ｐ１００Ｔ、Ｖ１９６Ｉ、Ｗ１９１Ｇ 等８个未被 ＴＢＤＲｅａＭＤＢ

结核菌数据库收录的突变位点，除多态性位点、同义

突变和联合突变，Ｗ１９１Ｇ、Ａ２６４Ｖ、Ｐ３２５Ｓ、Ｙ６０８Ｄ、

Ｇ４９０Ｄ、Ｎ５０８Ｄ位点均属单碱基有效突变，以上位

点可能与ＩＮＨ耐药相关，但需更多数据和相关研究

证实。

犻狀犺Ａ 基因最常见的突变位点是犻狀犺Ａ１５和

犻狀犺Ａ８位点，犻狀犺Ａ启动子突变被证实与ＩＮＨ 低浓

度耐药相关［１９］。本实验中仅１株出现犻狀犺Ａ基因突

变，占突变株的２．００％（１／５０），低于Ｚｈｏｕ等
［２０］的

研究结果，与Ｔｓｅｎｇ等
［２１］的研究结果相似，由此推

测耐药株中犻狀犺Ａ基因突变具有地域差异性，在该

院犻狀犺Ａ基因的突变频率偏低，但也不排除是因样

本量较少所致。除此之外，本实验在ＩＮＨ耐药株和

敏感株中均检测到犽犪狋Ｇ４６３（ＣＧＧＣＴＧ）突变，据

报道犽犪狋Ｇ４６３突变是自然存在的基因多态性位点，

与ＩＮＨ耐药性无关
［２２］。

本实验采用 ＢＤ ＭＧＩＴ９６０ＲＩＳＥ 比例法和

ＤＮＡ测序法对本院耐ＲＦＰ和ＩＮＨ 的 ＭＴＢ相关

基因的突变情况进行分析，发现３０株耐多药菌株均

发生狉狆狅Ｂ和犽犪狋Ｇ 基因联合突变，说明狉狆狅Ｂ和

犽犪狋Ｇ基因存在协同作用，同时发生突变可导致

ＭＴＢ对ＲＦＰ和ＩＮＨ 产生耐药，且有报道
［２３］指出

９０％～９５％耐ＲＦＰ的 ＭＴＢ菌株同时耐ＩＮＨ，单独

对 ＭＴＢ进行 ＲＦＰ耐药性分析可初步鉴定 ＭＤＲ

ＴＢ。另外，６１株耐药株中仍有２株未检测到相关

基因突变，提示这些菌株的突变点可能出现在本实

验扩增的相关基因区域外，或是由其他耐药机制引

起，比如异源性耐药等。一些 ＭＴＢ耐药基因突变

位点与表型耐药之间的关系并不十分明确，仍需继

续研究以提高基因检测的特异性和灵敏度。

总之，ＭＴＢ耐药基因突变情况存在地域差异，

可能受样本量大小和抽样方式、人群遗传背景、菌株

进化背景以及环境等因素影响。医院可通过筛检

狉狆狅Ｂ基因的ＲＲＤＲ区域、犽犪狋Ｇ基因高频突变点作

为初步快速判断耐多药 ＭＴＢ耐药性的方法之一。
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ｉｎＴａｉｗａｎ［Ｊ］．ＪＭｉｃｒｏｂｉｏｌＩｍｍｕｎｏｌＩｎｆｅｃｔ，２０１５，４８（３）：２４９

－２５５．

［２２］ＨｅｒｒｅｒａＬ，ＶａｌｃｅｒｄｅＡ，ＳａｉｚＰ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａ

ｔｉｏｎｏｆｉｓｏｎｉａｚｉｄｒｅｓｉｓｔａｎｔ犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊ｃｌｉｎｉｃａｌ

ｓｔｒａｉｎｓｉｓｏｌａｔｅｄｉｎｔｈｅＰｈｉｌｉｐｐｉｎｅｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪ Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂ

Ａｇｅｎｔｓ，２００４，２３（６）：５７２－５７６．

［２３］ＣｈｉａＢＳ，ＬａｎｚａｓＦ，ＲｉｆａｔＤ，ｅｔａｌ．Ｕｓｅｏｆｍｕｌｔｉｐｌｅｘａｌｌｅｌｅｓｐｅ

ｃｉｆｉｃｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＭＡＳＰＣＲ）ｔｏｄｅｔｅｃｔｍｕｌｔｉ

ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｉｎＰａｎａｍａ［Ｊ］．ＰｌｏＳＯｎｅ，２０１２，７

（７）：ｅ４０４５６．

（本文编辑：刘思娣、左双燕）
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