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摘要: 目的 了解深圳市耐多药结核分枝杆菌( mult idrug resistant Mycobac ter ium tubercu losi s ,

M DR T B)的分子流行病学特征。方法 参照WH O/ IU ATLD标准, 使用 L J药敏培养基,采用 1%

比例法药敏试验筛选出敏感株和异烟肼( isoniazid, INH )、利福平( rifampicin, RFP)双耐药临床分离

株,通过 DNA 测序检测深圳地区 153 株敏感株与 132 株 MDR TB 的 IN H 耐药基因 kat G、in h A、

oxy R ah pC 基因间区域及 RFP 耐药基因 r po B碱基排列顺序,运用 DNA ST AR和 blastn 进行序列分

析。结果 153株敏感株突变率为 27 5% ( 42/ 153)。132株 MDR TB突变率为 98 5% ( 130/ 132) ,

其中 kat G基因突变率为 73 5%( 97/ 132) , 68 9% ( 91/ 132)为 ka t G315位突变; in h A 基因突变率为

18 2% ( 24/ 132) , 11 4%( 15/ 132)为启动子区域突变,未发现 in h A94特异突变株; ahp C 基因突变率

为 16 7% ( 22/ 132) , 10 6%( 14/ 132)为启动子区域突变; rp oB 基因 81 bp核心区域突变率为 93 2%

( 123/ 132)。结论 kat G315、in h A 启动子区域、ahp C启动子区域以及 r po B 81 bp 核心区域突变为

深圳地区耐多药结核分枝杆菌主要突变类型, 与其他国家和地区差异无统计学意义; 但深圳地区未见

in h A94突变株。
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Abstract: Objective T o invest igate the epidemiolog ic characterist ic of mult idrug resistant

( MDR) Mycobac teri um tubercu los is ( MT B) in Shenzhen. Methods Accor ding to the standar d of

WH O, Internat ional Union Against Tuberculo sis and Lung Disease ( IU ATLD) , drug susceptive

and MDR MT B strains w ere collected by drug suscept ibility test ( DST) of 1% pr opo rt ion method.

kat G, in h A, intergenic reg ion of oxy R ahp C and 81bp cor e region of r po B genes in 153 drug sus

cept iv e st rains and 132 MDR strains w ere analy zed by DNA sequencing. Results 27 5%( 42/ 153)

o f drug suscept ive st rains and 98 5% ( 130/ 132) of MDR strains show ed gene mutat ions. Of 132

MDR str ains, 73 5%( 97/ 132) had ka t G mutat ions, and 68 9% ( 91/ 132) of kat G mutat ions w ere at

codon 315; 18 2% ( 24/ 132) had in h A mutat ions, and none specif ic mutat ions w ere found at codon

94 o f in h A; 11 4% ( 15/ 132) had mutations at in h A promoter r eg ion; 16 7% ( 22/ 132) had ahp C

mutat ions, 10 6% ( 14/ 132) had mutat ions at interg enic region of oxyR ah p C; 93 2%( 123/ 132) had

mutat ions at the 81bp core region of rp oB. Conclusion T he codon 315 of kat G, promoter region

2572011年 5月 第 33卷 第 5期



o f in h A, ahp C and the 81bp core reg ion of r po B play predominant roles in MDR T B in Shenzhen.

Key words:Mycobac ter ium tubercu los is ; Drug resistance, mut iple, bacter ial; sequence analysis,

DNA; mutation; Shenzhen city
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结核病的患病率高居不下,主要原因之一是大

量耐药菌株的出现。INH 和 RFP 是抗结核药中重

要的一线药物, 在我国 INH 的耐药率高达 17 6% ,

RFP的初治耐药率达 8 10% [ 1] 。结核分枝杆菌基

因突变是导致 INH 和 RFP耐药的重要原因 [ 2]。为

了解深圳地区耐多药流行株的主要突变类型及与其

他国家地区的差异, 本文利用测序法对深圳地区

285株结核分枝杆菌的 kat G、in h A、oxyR ah p C 基

因间区域和 rpo B基因进行了序列分析。

1 材料和方法

1 1 材料和试剂 285 株 MT B(含 153株全敏感

株和 132株耐多药株)来源于深圳市慢性病防治中

心 2007 2009年承担的国家基线调查项目和市耐

药监测项目中分离、筛选出的菌株。药物粉剂纯品

INH、RFP 购自美国 Sigma公司。

1 2 方法

1 2 1 菌株准备 参照世界卫生组织/国际防痨和

肺病联合会( WHO/ IUATLD )标准, 对筛选出的菌

株,使用 L J药敏培养基, 1%比例法药敏试验重复测

定其耐药性, 方法参照 结核病诊断细菌学检验规

程 [ 3] ,选择药敏结果稳定(在含药培养基上重复生长

程度均在 2+ 以上)的菌株作为此次实验研究菌株。

1 2 2 DNA 提取 取筛得的 285 份菌株转种培

养后, 置于 100 水浴箱中煮沸灭活 20 min,

14 000转/ min离心 10 min,取上清液作为 DNA 模

板,沉淀保留,均放置于- 20 冰箱中保存。

1 2 2 1 引物设计 所用引物依据文献[ 4]设计,

由上海英峻生物工程有限公司合成,为保证 in hA 与

oxy R ahpC启动子区得到有效的扩增和测序结果,故

扩增片段包含了一部分编码区在内,具体见表 1。

1 2 2 2 DNA测序及分析 将所提取的 DNA 进

行 PCR扩增、纯化及双向测序。测序由上海英峻生

物工程有限公司完成, 测序方法为双脱氧末端终止

法。采用 25 l 反应体系, 成分分别为 buffer

2 5 l, dN TP 2 l, Taq 0 25 l, 上游引物 2 l,下

游引物 2 l, 模板 5 l, ddH 2O 11 25 l。PCR扩

增条件为:热盖温度 103 ,预变性 95 5 min,变

性 95 10 s, 退火 58 20 s, 延伸 72 25 s, 最终

延伸 72 10 min, 4 保存。运用 blastn进行序列

比对和分析。

2 结果

MDR 株、敏 感 株 突 变率 分 别 为 98 5%

( 130/ 132)、27 5% ( 42/ 153)。耐多药株中 kat G突

变率为 73 5% ( 97/ 132) , in h A 突变率为 18 2%

( 24/ 132) , ahp C 突变率为 16 7% ( 22/ 132) , 81 bp

核心区域突变率为 93 2% ( 123/ 132) ; kat G315 位

AGC ACC突变率为 63 6% ( 84/ 132) ; i nh A 启动

子区域突变率 11 4% ( 15/ 132) , 其中- 15 位共有

12株,占总数的 9 1% ( 12/ 132) , 未发现 in h A94突

变株; a hp C启动子区域突变位点较分散, - 6、- 9、

- 10、- 12和- 30 位点都存在突变; r po B 81 bp内

的 511、512、515、516、522、526、530、531、533均存在

突变, 其中 531 位 TCG T TG 突变率为 68 2%

( 90/ 132) (表 2, 3)。敏感株突变的主要位点是

kat G283 位 GAT GWT; i n hA 83T W, 94~ 95

insG; ahp C 850~ 851insGC, 853 A W(表 2)。

表 1 结核分枝杆菌相关耐药基因的扩增引物、产物长度及 GENEBANK号

T arg et gene Prim er set Nucleotid e sequ ence( 5 3 ) Product size( bp) genebank

kat G forw ard 5 CGAGACGT T TCGGCGCAT G 3 288 X68081 1

reverse 3 GTT ATGT GGCGGT TCCT GCC 5

i nh A forw ard 5 ACAT ACCTGCT GCGCAAT T C 3 261 U 66801 1

reverse 3 CT CCTT T GGCCCCCT AGCC 5

oxy R ahp C forw ard 5 CT TGCCGGAAAGACAT GCCC 3 359 U 16243 1

reverse 3 TGAT GAAGT GGTGAT AGT GGT C 5

i nh A94 forw ard 5 CGTT T CACATCGCACGGGT AG 3 305 U 02492 1

reverse 3 GCTCT ACACCT ACGGGAACCT G 5

rpo B forw ard 5 GGGAGCGGAT GACCACCCA 3 350 U 12205 1

reverse 3 CAAGTAGCT TT GCGGCAT GGCG 5
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表 2 INH 测序各突变类型、氨基酸变化、药敏结果对比统计表

突变类型 氨基酸变化 INH S INH R 合计

katG 突变

2834 2835 insGGG 0 1 1

283 GAT GWT Th r Ser 4 0 4

301 T GG T GC T rp Cys 0 1 1

315 AGC ACC Th r Ser 1 84 85

315 AGC AAC Ser Asn 0 5 5

315 AGC ASC 0 1 1

315 AGC AGG Ser Arg 0 1 1

323 AGC MGC 0 1 1

327 AAA AAG 无变化 2 1 3

329 GAC TAC Asp Tyr 0 1 1

329 GAC GGC Asp Gly 0 1 1

合计 7a 97 104

inh A 突变

启动子区域

- 8 T G 1 0 1

- 15 C T 0 12 12

- 18 A W 0 3 3

编码区

83 T W 8 0 8

85~ 86 in sG 11 0 11

99 A W 1 0 1

229 230 insM 0 1 1

296 CGG GGG Arg Gly 2 4 6

26/ 296 delC 1 2 3

inh A94 0 0 0

227A W 3 0 3

230A M 0 2 2

合计 27 24 51

oxyR ahp C突变

启动子区域

- 6 G A 0 1 1

- 6 G R 0 2 2

- 9 G A 0 5 5

- 10 C T 0 3 3

- 10 C Y 0 1 1

- 10 C A 0 1 1

- 30 C T 0 1 1

编码区

580 GGT GCT Gly Ala 1 0 1

580 GGT GST 1 0 1

730 A G 1 0 1

732~ 733 ins CA 0 1 1

783 C T 1 0 1

791 G A 0 1 1
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续表 2

突变类型 氨基酸变化 INH S INH R 合计

814 A W 2 0 2

836~ 837 insC 2 1 3

849 A R 1 0 1

850~ 851 ins GC 1 0 1

852~ 853 ins C 10 3 13

853 A W 10 0 10

856 del C 1 1 2

862 del T 0 3 3

合计 21 34 45

a) kat G 有 1株敏感株存在双重突变,因此敏感株突变总数为 6

表 3 RFP测序各突变类型、氨基酸变化、药敏结果对比统计表突变位点

突变类型 氨基酸变化 S R 合计

511CT G CCG L eu Pro 0 6 6

512AGC WGC 2 0 2

1884 1885 insA 1 0 1

515AT G AWG 1 0 1

515ATG AGG M et Arg 0 1 1

515AT G ATC Met Ile 0 1 1

516GAC T AC Asp T yr 0 1 1

516GAC GGC Asp Gly 0 5 5

516GAC GT C Asp Val 0 2 2

522TCG T TG Ser Leu 0 2 2

526CAC GAC H is Asp 0 5 5

526CAC T AC H is T yr 0 6 6

526CAC AAC H is Asn 0 2 2

526CAC YAC 0 1 1

526CAC CGC H is Arg 0 8 8

526CAC CT C H is Leu 0 2 2

526CAC CAA His Glu 0 2 2

530C TG GTG Leu M et 0 1 1

530CT G ATG 0 1 1

531TCG T TG Ser Leu 0 90 90

531TCG TGG Ser Trp 0 1 1

531T CG TYG 0 1 1

531T CG TCC Ser Ser 0 1 1

533CT G CCG L eu Pro 1 2 3

1953 C T a 0 1 1

1972 A G a 0 2 2

2035 A Ca 0 1 1

2055 A G a 0 1 1

2098 C M a 0 6 6

a) 81 bp核心区域外的突变类型
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表 4 联合突变位点信息表

基因 突变位点
katG in h A ahp C

合计 315位 非 315位 合计 启动子 编码区 合计 启动子 编码区

kat G 合计 97 91 6 11 4 7 10 3 7

315位 91 91 0 11 4 7 9 2 7

非 315位 6 0 6 0 0 0 1 1 0

i nh A 合计 11 11 0 24 15 9 3 2 1

启动子 4 4 0 15 15 0 1 0 1

编码区 7 7 0 9 0 9 2 2 0

ahp C 合计 10 9 1 3 2 1 22 14 8

启动子 3 2 1 1 0 1 14 14 0

编码区 7 7 0 2 2 0 8 0 8

本次测序还发现耐药株中有 2株存在 kat G315

联合 ah p C 启动子突变, 4 株存在 kat G315 联合

in h A启动子突变(表 4)。敏感株中未发现此联合

突变现象。

3 讨论

在测序结果中, kat G315 突变率为 68 9%

( 91/ 132) ,这与多数文献报道相一致 [ 5- 6] , 但有少数

国家和地区的耐药流行株检测的突变率出现明显不

同,如马德里的调查只显示了 34 6%的突变率, 而

在俄罗斯的调查中突变率高达 93 6% , kat G315 位

AGC A CC 的突变率为 65 3% ( 98/ 150) , 与许多

国家和地区的报道一致
[ 7- 9]
。在其他文献报道中还

存在着 AGC ACA、ACT、A TC、ACG 突变类型,

而本次测序中并未发现。i n hA 启动子位点突变率

为 11 4% ( 15/ 132) , 与其他国家和地区的报道一

致
[ 5- 8]
。in h A94位未发现突变位点,可能与不同地

域和人群耐药结核分枝杆菌分布不同有关, 也可能

是抽样的随机性误差导致, 有文献认为不同地区的

结核防治措施与病人的配合程度会影响某些耐药突

变的出现, 这也可能与此次研究中未发现 in h A94

位突变有关。ahp C 启动子位点突变率为 10 6%

( 14/ 132) ,分别位于- 6、- 9、- 10、- 12、- 30 位

点,而已经被证实的与 INH 耐药无关的- 46 位突

变在本次研究中没有出现。另外, 有 2 株的 ka t G

片段经 PCR 反复扩增仍未成功, 推测可能存在

ka t G基因缺失, kat G基因缺失可导致 INH 的高度

耐药, 这已在其他国家和地区的研究中被证实。香

港的一项研究
[ 10]
中所筛选的菌株中有 213 株

( 213/ 250)均表现为至少耐利福平与异烟肼 2 种药

物,并推测 MT B产生耐药性时是趋向于耐多药的;

而本研究中菌株均来自抗结核药物初治病人, 其耐

药结果同样趋向于耐多药。

有研究认为 kat G315与 in h A 启动子区域突变

无关联, 并推测菌株的耐药性是 kat G315 突变导

致, 而不需要 in h A 启动子突变来增强耐药能

力
[ 1 1]

,本次研究发现 4株耐多药菌株存在 kat G315

联合 in h A 启动子突变,但尚不足以证明以上观点。

还有文献推测 ahp C 启动子区突变与 kat G 非 315

位突变相关 [ 12- 13] , 而本次研究 14株 a hp C 启动子

突变株中, 既有 kat G 非 315位联合突变( 1 株) , 又

存在 ka t G315位联合突变( 2株) ,因此尚不能认为

2者相关。

虽然 kat G315 位 AGC A CC 与 r po B531 位

T GC TT G分别是异烟肼与利福平的主要耐药突

变位点,但我们发现在敏感株中亦分别存在 1 株

kat G315 位 AGC ACC 和 rp o B531 位 T GC

T TG 突变, 且其他文献中也有同样报道 [ 14- 16] ,说明

这 2个位点并不是 100%指示耐药, 同时我们认为

可能存在其他未发现的与 kat G315、rpo B531 有协

同作用的耐药机制。

除了一些核心突变位点如 kat G315外,耐药菌

株的其他位点突变率在不同报道中虽然各不相

同[ 1 7- 19] ,但都说明了这些突变位点在 MT B耐药机

制中 1个不可或缺的作用。另外我们还发现一些菌

株在同一基因区内同时存在多个位点突变, 如在

r po B 81 bp 区域内同时存在 3 个位点突变, 在

kat G、in h A、ahp C内同时存在 3个甚至 4个位点突

变,但突变位点个数多少是否与菌株对利福平、异烟

肼耐药水平呈正相关, 需经进一步做最低抑菌浓度

( M inimal inhibito ry concentr at ion, M IC)试验, 方

能阐明。本次深圳地区的 132 株 MDR T B耐药相

关基因的序列研究发现了文献报道的大部分突变位

点,反应出深圳地区的 MDR T B的基因突变与世界
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其他国家与地区差异无统计学意义。
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