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某地区结核分枝杆菌利福平和异烟肼耐药相关基因突变特征分析
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　　摘　要：目的　了解深圳地区结核分枝杆菌临床分离株利福平和异烟肼的耐药相关基因的突变特点。方法　６０株结核分枝

杆菌临床分离株通过全自动快速分枝杆菌培养鉴定系统（ＢＡＣＴＥＣＭＧＩＴ９６０）进行鉴定和药敏分析。在这６０株菌株中，针对包

括利福平耐药决定区（ＲＲＤＲ）在内的ｒｐｏＢ基因和异烟肼耐药相关位点ｋａｔＧ３１５、ｉｎｈＡ１５、ｋａｓＡ２６９、ｋａｓＡ３１２进行ＰＣＲ扩增，并

将扩增产物ＴＡ克隆后进行测序。结果　在６０株结核分枝杆菌临床分离株中，检出利福平耐药株４５株，敏感株１５株；异烟肼耐

药株４１株，敏感株１９株；利福平和异烟肼同时耐药的有１４株。在４５株利福平耐药株中，ｒｐｏＢ基因ＲＲＤＲ突变发生率为９１．１％

（４１／４５），共检测到１２种突变形式，主要突变位点在５３１、５２６、５１６、５３３，以Ｓｅｒ５３１Ｌｅｕ突变最常见，占ｒｐｏＢ发生基因突变株的

５１．２％（２１／４５）。在４１株异烟肼耐药株中，ｋａｔＧ３１５位点有２９株发生突变，包括２８株ｋａｔＧ３１５（ＡＧＣＡＣＣ）和１株ｋａｔＧ３１５

（ＡＧＣＡＡＣ）突变，突变发生率为７０．７％（２９／４１）；ｉｎｈＡ１５位点有９株发生突变，均为（ＣＴ）突变，突变发生率为２１．９５％（９／４１）。

ｋａｓＡ基因未发现常见突变形式。结论　深圳地区结核分枝杆菌利福平和异烟肼耐药相关基因突变位点与国内外研究基本一致，

但各位点频率有所不同。
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　　结核病是严重危害人们身体健康的重大公共卫生问题，根

据世界卫生组织（ＷＨＯ）报告，全球将近１／３的人口曾经或正

在感染结核分枝杆菌，每年约９００万人发展为活动性结核病，

近３００万人会发展成为耐多药结核病，并有１８０万人死于该

病。耐多药结核病是指至少同时对两种主要临床一线药物利

福平和异烟肼都耐药的结核病［１］。本研究通过基因测序来分

析结核分枝杆菌利福平耐药基因ｒｐｏＢ和异烟肼耐药基因

ｋａｔＧ、ｉｎｈＡ启动子、ｋａｓＡ的突变情况，探讨结核分枝杆菌耐药

的特点，为建立快速检测结核分枝杆菌药物敏感性的方法提供

依据。

１　材料与方法

１．１　材料　结核分枝杆菌 Ｈ３７Ｒｖ标准株ＤＮＡ由香港大学

微生物实验室馈赠。６０株结核分枝杆菌临床分离株来源于

２０１０年８月至２０１１年８月深圳市第三人民医院住院的危重

结核患者。

１．２　仪器与试剂　采用全自动快速分枝杆菌培养鉴定药敏系

统（ＢＡＣＴＥＣＭＧＩＴ９６０）、高速离心机、恒温箱、Ｑｉａｇｅｎ公司的

基因提取试剂盒、Ａｘｙｇｅｎ公司的ＰＣＲ产物纯化试剂盒、Ｔａｋａ

ｒａ公司的ＰＣＲ反应试剂（ＤＲＲ００６Ｂ）和Ｔ载体试剂盒（Ｄ１０１Ａ）。

１．３　方法

１．３．１　检测方法　实验完全按照全国结核病细菌学检验标准

化规程进行，标本在 Ｍｉｄｄｌｅｂｒｏｏｋ７Ｈ９结核分枝杆菌液体培养

基中培养。并用全自动快速分枝杆菌培养鉴定药敏系统进行

检测。

１．３．２　细菌ＤＮＡ的制备　吸取１ｍＬ培养阳性的 Ｍｉｄｄｌｅ

ｂｒｏｏｋ７Ｈ９结核分枝杆菌液体培养基，在１００℃恒温箱中温浴

１９５３重庆医学２０１２年１２月第４１卷第３４期
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３０ｍｉｎ进行灭活，然后使用 Ｑｉａｇｅｎ公司的细菌基因提取试剂

盒进行核酸抽提，操作按其说明书进行。

１．３．３　目的基因扩增　针对ｒｐｏＢ基因的 ＲＲＤＲ、ｋａｔＧ３１５、

ｉｎｈＡ启动子区１５位点和ｋａｓＡ基因２６９和３１２位点进行设计

引物，引物由深圳凯杰生物公司设计，上海生工公司进行合成，

引物设计见表１。

表１　　目的基因扩增所用的引物序列及长度

引物 序列 （５′～３′）
长度

（ｂｐ）

Ｔｍ值

（℃）

ｒｐｏＢ基因

　上游引物 ＣＣＧＡＣＧＡＣＡＴＣＧＡＣＣＡＣＴＴ ４８８ ５８．４

　下游引物 ＣＡＣＧＡＴＣＴＣＧＴＣＧＣＴＡＡＣＣＡ ５９．４

ｋａｔＧ基因

　上游引物 ＡＴＣＧＴＣＧＧＣＧＧＴＣＡＣＡＣＴＴ ２７６ ５８．１

　下游引物 ＧＴＣＣＴＴＧＧＣＧＧＴＧＴＡＴＴＧＣＣＡ ５８．６

ｉｎｈＡ启动子

　上游引物 ＣＣＧＴＣＡＴＧＧＴＣＧＡＡＧＴＧＴＧ ３２６ ５７．２

　下游引物 ＣＡＴＴＣＧＡＣＧＣＣＡＡＡＣＡＧＣ ５７．９

ｋａｓＡ基因

　上游引物 ＣＧＧＡＧＧＡＧＣＡＣＧＣＣＡＡＡＧ ２８６ ６２．２

　下游引物 ＴＧＧＣＣＣＡＧＣＧＣＡＧＡＣＴＴＣ ６１．５

１．３．４　ＰＣＲ检测　ＰＣＲ反应体积为５０μＬ，其中ＤＮＡ２μＬ，

ＥｘＴａｑ酶２Ｕ，引物各２０μｍｏｌ，ｄＮＴＰ混合液４μＬ，１０×Ｅｘ

Ｔａｑ缓冲液５μＬ，其余由蒸馏水补足。扩增条件为：９５℃变性

１０ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，５８℃２０ｓ，７２℃２０ｓ共３０个循环；７２℃维

持１０ｍｉｎ。采用１％琼脂糖凝胶电泳鉴定ＰＣＲ产物。使用

ＡｘｙＧｅｎ公司的ＰＣＲ产物纯化试剂盒进行核酸纯化，操作按

照说明书进行。使用Ｔａｋａｒａ公司Ｔ载体试剂盒，操作按说明

书进行，将纯化好的核酸转入Ｔ载体后转化到感受态细胞，并

在ＬＢ固体培养基上进行蓝白斑筛选培养。挑选ＬＢ固体培养

基上白色单克隆菌落，进行菌落ＰＣＲ验证为阳性克隆后送到

华大基因公司进行测序。测序结果与结核分枝杆菌 Ｈ３７Ｒｖ标

准株进行比较分析。

２　结　　果

２．１　全自动快速分枝杆菌培养鉴定药敏仪器检测结果　在被检

测的６０株标本中，利福平耐药株４５株，敏感株１５株；异烟肼耐药

株４１株，敏感株１９株；利福平和异烟肼同时耐药的有１４株。

２．２　ＰＣＲ扩增产物电泳结果　见图１。

２．３　ｒｐｏＢ基因检测突变的结果　目的基因被扩增的片段为４８８

ｂｐ，ｒｐｏＢ包含了８１ｂｐ的利福平耐药决定区（ＲＲＤＲ）。ＲＲＤＲ在６０

个菌株中检测结果（表２），１５株敏感株均未发生突变。４５株利福

平耐药株中有４１株存在ｒｐｏＢ突变，即９１．１％（４１／４５）的利福平耐

药菌株存在ｒｐｏＢ突变。在这４１株ｒｐｏＢ突变株中发生单一突变

的菌株有３２株，多突变位点重合突变的有８株，１株出现ｒｐｏＢ基

因５１０和５１１位点缺失。其中最易发生突变的位点为５３１位点，

突变率为５１．２％（２１／４１）；其次为５２６、５１６位点，这３个位点共占

ｒｐｏＢ基因突变的８２．９％（３４／４１），测序结果见图２。

２．４　ｋａｔＧ基因检测结果　４１株存在ｋａｔＧ基因突变，其中２４

株为单个点突变，１５株存在联合突变，２株存在插入序列。在

２４株单点突变中，有１７株为ｋａｔＧ３１５（ＡＧＣＡＣＣ）突变，１株

为ｋａｔＧ３１５（ＡＧＣＡＡＣ）突变。在１５个联合突变中有１１个存

在ｋａｔＧ３１５（ＡＧＣＡＣＣ）突变，结果表明在异烟肼耐药株中，

ｋａｔＧ３１５位点突变的发生率为７０．７％（２９／４１），其余总共２５种

突变形式暂未发现其突变作用。

２．５　ｉｎｈＡ启动子区基因检测结果　９株结核分枝杆菌存在

ｉｎｈＡ基因启动子１５位点 ＣＴ 突变，占异烟肼耐药株的

２１．９５％（９／４１），其他还存在１１种不同突变。

图１　　结核分枝杆菌 Ｈ３７Ｒｖ标准株ｒｐｏＢ、ｋａｔＧ、ｉｎｈＡ和

ｋａｓＡ基因扩增结果

表２　　ＲＲＤＲ基因突变情况

ｒｐｏＢ基因编码位置 氨基酸突变 核苷酸突变类型 株数（狀）

耐药株

５０９ Ｓｅｒ５０９Ａｒｇ ＡＧＣＡＧＧ １

５１１ Ｌｅｕ５１１Ｐｒｏ ＣＴＧＣＣＧ １

５１６ Ａｓｐ５１６Ｔｙｒ ＧＡＣＴＡＣ ２

Ａｓｐ５１６Ｖａｌ ＧＡＣＧＴＣ ４

５２６ Ｈｉｓ５２６Ａｓｐ ＣＡＣＧＡＣ ２

Ｈｉｓ５２６Ｔｙｒ ＣＡＣＴＡＣ １

Ｈｉｓ５２６Ａｒｇ ＣＡＣＣＧＣ １

５３１ Ｓｅｒ５３１Ｌｅｕ ＴＣＧＴＴＧ １８

５３３ Ｌｅｕ５３３Ｐｒｏ ＣＴＧＣＣＧ ２

５０９＋５１６ Ｓｅｒ５０９Ａｒｇ ＡＧＣＡＧＧ ４

Ａｓｐ５１６Ｖａｌ ＧＡＣＧＴＣ

５１４＋５３１ Ｐｈｅ５１４Ｃｙｓ ＴＴＣＴＧＣ １

Ｓｅｒ５３１Ｌｅｕ ＴＣＧＴＴＧ

５２６＋５３３ Ｈｉｓ５２６Ｇｌｎ ＣＡＣＣＡＧ １

Ｌｅｕ５３３Ｐｒｏ ＣＴＧＣＣＧ

５２７＋５３１ Ｌｙｓ５２７Ｇｌｕ ＡＡＧＧＡＧ １

Ｓｅｒ５３１Ｌｅｕ ＴＣＧＴＴＧ

５２６＋５２７＋５３１ Ｈｉｓ５２６Ｇｌｎ ＣＡＣＣＡＧ １

Ｌｙｓ５２７Ｇｌｕ ＡＡＧＧＡＧ

Ｓｅｒ５３１Ｌｅｕ ＴＣＧＴＴＧ

５１０＋５１１ 缺失 缺失 １

　野生型△ － － ４

敏感株

　野生型△ － － １５

合计 ６０

　　：大肠埃希菌的ｒｐｏＢ基因编号；△：指被检测菌株的ＲＲＤＲ区与

标准株 Ｈ３７Ｒｖ的ｒｐｏＢ基因片段的核酸序列完全匹配；－：表示无数

据。

　　Ａ：野生型；Ｂ：５１６位点突变；Ｃ：５２６位点突变；Ｄ：５３１位点突变。

图２　　常见位点测序结果
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２．６　ｋａｓＡ基因检测结果　存在２３种突变，均为单碱基突变，

未发现常见突变２６９突变和３１２突变。

３　讨　　论

利福平和异烟肼是治疗结核分枝杆菌感染的首选药物，特

别是在短期治疗中起到重要的作用。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。目前，结核病的控制情况不容乐观，相关保障措施不

够，耐药结核病的控制亟待开展，诊断耐多药／广泛耐药结核病

还面临很大的挑战［２］。针对日益严重的结核病疫情，早期鉴定

结核耐药已成为迫切需要。利用培养的方法进行结核菌药敏

试验是临床分离结核分枝杆菌药物敏感性的标准方法，但由于

其培养周期太长，不能及时满足临床治疗的需要，因此检测结

核分枝杆菌对常用抗结核药物的耐药位点突变情况，是快速了

解结核分枝杆菌对常用抗结核药物是否敏感的重要途径。

本研究发现，结核分枝杆菌ｒｐｏＢ基因发生突变是利福平

耐药的主要原因，突变主要发生在ＲＲＤＲ，这一区域中不同位

点突变的频率不同，其中主要以５３１、５２６和５１６为主
［３６］。

ｒｐｏＢ基因是细菌ＲＮＡ聚合酶的β亚基的编码基因，当ＲＲＤＲ

突变时，ＤＮＡ依赖的ＲＮＡ聚合酶Ｂ亚单位结构发生改变，从

而发生耐药［７］。本研究结果表明，１５株敏感株在ｒｐｏＢ中均未

发生突变，４５株耐药株中有４１株在ｒｐｏＢ发生了突变，共有１２

种突变形式，其中最主要的突变形式Ｓｅｒ５３１Ｌｅｕ（５１．２％），其

次为５２６、５１６、５３３等密码子突变。在４１株突变菌株中，３２株

为单碱基突变，７株为双碱基突变，１株３个碱基突变，１株出

现５１０和５１１位点缺失，主要以单点突变为主。本研究与

２０１０年报道的广东地区ｒｐｏＢ基因突变的结果相似，说明快速

检测这些位点是否存在突变可作为判断结核分枝杆菌是否对

利福平耐药的依据［８］。但本次测序结果有１株结核分枝杆菌

出现了５１０和５１１的缺失，说明ｒｐｏＢ基因ＲＲＤＲ可能不是结

核分枝杆菌生存所必须。与国外报道相比，５３１的突变频率有

所降低。各地ｒｐｏＢ基因位点突变频率的不同，可能与当地结

核病的传播途径和进化有关。

本研究选取异烟肼常见耐药基因突变进行检测，探讨其在

深圳地区耐药相关基因的突变特点。异烟肼主要通过抑制结

核分枝杆菌分枝菌酸的生物合成，导致细菌细胞壁破损，从而

杀灭细菌。异烟肼的耐药机制非常复杂，涉及ｋａｔＧ、ｉｎｈＡ、

ｏｘｙＲａｈｐＣ、ｋａｓＡ和ｎｄｈ等基因
［８］。根据国内外报导，ｋａｔＧ３１５

位点和ｉｎｈＡ１５位点占异烟肼耐药的８０％以上
［９１１］。在本次

测序结果中，共有２９株存在ｋａｔＧ３１５突变，其中包括２８株

ｋａｔＧ３１５（ＡＧＣＡＣＣ）和１株ｋａｔＧ３１５（ＡＧＣＡＡＣ），９株存在

ｉｎｈＡ１５（ＣＴ）突变，同时存在ｋａｔＧ３１５和ｉｎｈＡ１５位点突变的

共有３株，但是本研究并未发现已有文献报道的ｋａｔＧ２７９位点

突变和ｉｎｈＡ８位点突变
［１２１４］。同时本次测序未发现ｋａｓＡ基

因常见突变位点ｋａｓＡ２６９和ｋａｓＡ３１２突变，说明在深圳地区

由于ｋａｓＡ基因突变导致异烟肼耐药的发生频率较低，或也不

排除是因为样本量较少或者抽样原因导致。

本研究采用基因测序的方法来分析结核分枝杆菌临床分

离株对利福平和异烟肼耐药基因的特点，为建立快速检测结核

分枝杆菌耐药基因提供实验室依据。
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ｉｎｋａｔＧ３１５ａｎｄｉｎｈＡ１５ｏｆｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ

ｓｔｒａｉｎｓｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍＣｈｉｎｅｓｅｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．Ｃｈｉｎ ＭｅｄＪ，

２００６，１１９（３）：２３０２３３．

［１３］ＫｏｚｈａｍｋｕｌｏｖＵ，ＡｋｈｍｅｔｏｖａＡ，ＲａｋｈｉｍｏｖａＳ，ｅｔａｌ．Ｍｏ

ｌｅｃｕｌａｒｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｒｉｆａｍｐｉｃｉｎａｎｄｉｓｏｎｉａｚｉｄｒｅｓｉｓｔ

ａｎｔｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｓｔｒａｉｎｓｉｓｏｌａｔｅｄｉｎｋａ

ｚａｋｈｓｔａｎ［Ｊ］．ＪｐｎＪＩｎｆｅｃｔＤｉｓ，２０１１，６４（３）：２５３２５５．

［１４］ＨａｚｂóｎＭＨ，ＢｒｉｍａｃｏｍｂｅＭ，ＢｏｂａｄｉｌｌａｄｅｌＶａｌｌｅＭ，ｅｔ

ａｌ．Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｇｅｎｅｔｉｃｓｓｔｕｄｙｏｆｉｓｏｎｉａｚｉｄｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｍｕｔａ

ｔｉｏｎｓａｎｄｅｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ

ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ［Ｊ］．ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂＡｇｅｎｔｓＣｈｅｍｏｔｈｅｒ，２００６，５０

（８）：２６４０２６４９．

（收稿日期：２０１２０６０９　修回日期：２０１２０８２２）
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