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探针熔解分析法快速检测结核
分枝杆菌链霉素耐药突变*

张向东1 ,张 婷2 ,牛建军1 , 温慧欣1 , 胡思玉2 ,李庆阁2

摘 要: 目的 评价探针熔解分析法快速检测结核分枝杆菌链霉素耐药突变的应用价值, 为临床应用提供依据。方法

首先用中国药品生物制品检定所提供的含 37 份标准非结核分枝杆菌的标准盘进行特异性评价, 然后将野生型结核分枝杆菌

H 37Rv基因组 DNA 梯度稀释进行灵敏度考察,最后对 906株结核分枝杆菌临床分离株(其中 37 份有药物敏感性试验结果 )

的链霉素耐药相关基因进行检测, 并对突变菌株、有药敏结果的菌株以及疑似杂合的菌株进行测序分析。结果 标准盘评价

结果证实该体系特异检测 H37Rv 结核分枝杆菌。分析灵敏度为 5~ 50 拷贝每反应。在所有的 906 份结核分枝杆菌培养标本

中, 103 份标本发生突变且与测序结果一致, 18 份标本存在杂合信号, 17 份标本无信号。37 份有药敏结果的标本中, 敏感的标

本用探针熔解分析法所得结果均为野生型 ,耐药的 16份标本仅检测到 7 份突变, 另有 9 份耐药的标本实时检测为野生型, 与

测序结果相符。结论 探针熔解分析技术特异性好 ,可以快速、准确地检测结核分枝杆菌链霉素耐药常见突变, 有望直接用

于临床标本链霉素耐药性检测。
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Probe melting analysis for rapid detection of streptomycin resistant

mutations in Mycobacterium tuberculosis clinical isolates
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ABSTRACT: The purpose of t he present st udy w as to evaluate the utility of probe melt ing analysis ( PMA) in rapid detec

tion o f streptomycin r esistant mutations in Mycobacter ium tuber culosis ( M TB) . The method w as f irst evaluated by analyzing a

r efer ence panel cont aining 37 standard non tuber culous mycobact erium ( NTM ) isolates. T he results show ed that PMA could

specifically detect T B except one NT M str ain, whereas this had no impact on its specificity . The analy tical sensit ivit y was stud

ied by pur ified genomic DNA o f a r efer ence strain H37Rv and the r esult s show ed that dow n to 5 50 copies per reaction o f MT B

genomic DNA could be repeatedly detect ed. T he clinical perfo rmance was eva luated by analyzing 906 clinical isolates for r p sL

and r r s mutations. The results showed 103 samples g ave mut ant r esult s, which were in concordance w ith sequencing analy sis.

O f 18 samples g ave heter ozygous results and 17 samples failed to give signal. Among the 37 isolates w ith drug susceptibility r e

sults, all the suscept ible samples w ere found to harbor no mutations, while 7 of 16 resistant samples w ere mutation positiv e.

These results demonstr ated that PMA was specific, and could detect all common r p sL and r rs mutations causing st rept omycin

r esistance. T his t echnique has the po tential to be used for rapidly screening streptomycin resistant mutations in Mycobacter ium

tuber culos is clinical isolates.
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20世纪 80年代后期, 由于贫困、艾滋病、人口

流动和耐药等因素,结核病发病率和死亡率在全球

范围内出现快速回升, 成为与艾滋病并列的全球性

危害最严重的传染病。结核分枝杆菌耐药情况严

重,耐药率高达 46%, 给结核病的预防和治疗带来

严峻挑战[ 1 3] 。
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抗结核药物是结核病化学治疗的基础,而结核

病的化学治疗是人类控制结核病的主要手段。链霉

素发现于 20世纪 40年代,是最早出现的有效抗结

核药物[ 4] ,也是治疗结核病的一线药物之一。链霉

素是一种氨基环醇糖苷类抗生素, 主要作用于结核

分枝杆菌的核糖体, 与结核分枝杆菌的核糖体 30S

亚单位结合, 诱导遗传密码的错配, 抑制 mRNA 翻

译的开始,干扰翻译过程中的校对,从而抑制蛋白质

的合成
[ 5]
。链霉素经常单独给药, 因此其耐药性发

展较快。结核分枝杆菌耐链霉素的主要分子机制是

编码小亚基的 S12蛋白的 r p sL 基因和编码 16S核

糖体 RNA 的 rr s基因突变, 从而抑制药物结合核糖

体的能力,造成对链霉素耐药
[ 6]
。

结核分枝杆菌链霉素耐药性的检测对于控制耐

药性结核分枝杆菌的传播以及控制结核病有极其重

要的意义。目前临床上采用的耐药检测方法可分为

表型检测和基因型检测两类
[ 7 8]

,并以前者为主。然

而表型检测因为各种原因, 如耗时、设备昂贵、有放

射性危害或干扰因素多等,难以形成快速高效的筛

查手段。相对而言,基因检测更为直接,目前已经使

用的基因分析方法有单链构象多态性分析法( SS

CP) ,限制性片段长度多态性分析法( RFLP) , DNA

测序法,线性探针杂交法, RNA/ RNA 错配分析法,

以及 DNA 阵列(芯片)检测等
[ 9 10]
。这些方法虽然

检出率和通量高低不同, 但共同缺点是需要进行

PCR后处理,不仅影响了检测效率, 易引起扩增产

物污染,而且增加了操作难度, 提高了对实验室的

要求。

实时 PCR技术将扩增和检测两步骤合一,具有

快速、特异、灵敏、定量等优点,已在病原微生物检测

和突变检测领域得到广泛应用, 近年来在结核菌耐

药检测上的应用也引起人们极大兴趣 [ 11 13]。本研

究利用厦门致善生物科技有限公司的结核分枝杆菌

链霉素耐药突变实时 PCR检测试剂盒(探针熔解分

析法)对结核分枝杆菌基因组中链霉素耐药相关突

变位点进行检测。

1 材料与方法

1. 1 菌株来源及处理

1. 1. 1 菌株来源

1. 1. 1. 1 临床分离株 从 2006年 6月至 2009年

12月分别从厦门市疾病预防控制中心、厦门市第一

医院、漳州市疾病预防控制中心收集, 合计 906份。

将收集的结核分枝杆菌临床分离株采用酸性改良罗

氏培养基及 Biomerieux BacT/ ALERT 3D 60培养

系统进行分离和培养。

1. 1. 1. 2 野生型标本 结核分枝杆菌 H37RV标准

株来源于国家结核病参比实验室。

1. 1. 1. 3 标准菌株盘 特异性实验所用的包含 37

株非结核分枝杆菌的标准盘, 由中国药品生物制品

检定所提供。

1. 1. 2 菌株处理 PCR扩增模板用试剂盒提供的

提取液制备。具体如下: 固体培养基上生长的结核

分枝杆菌, 用接种环收集细菌并悬于 300 L 提取液

中。液体培养基中生长的结核分枝杆菌取 1mL,

10 000r/ min 离心 15m in, 丢弃上清并在 300 L 提

取液中重悬细菌。封口膜封口, 99 加热 20m in,

然后 14 000r/ min 离心 10min, 转移上清到新 1. 5

mL 离心管。上清即为 PCR扩增模板,模板浓度经

紫外定量, 要求结核杆菌含量不低于 103拷贝/ L。

使用前保存于- 20 。

1. 2 实验仪器 用 T3 Thermocycler ( Biometra,

Germany) 普通 PCR 仪和 Bio Rad CFX96 ( Bio

Rad, U SA)实时 PCR仪检测。

1. 3 试剂盒评价 结核分枝杆菌链霉素耐药突变

实时 PCR检测试剂盒(探针熔解分析法)由厦门致

善生物科技有限公司提供。该试剂盒采用探针熔解

分析法检测 rp sL 和 r rs 基因突变,试剂盒包括提取

体系(细菌 DNA提取液)、扩增体系( PCR反应混合

液和酶)和对照体系(阳性对照品和阴性对照品)。

检测流程包括 PCR扩增和熔解分析两步骤,可以单

独在实时 PCR 仪器上一步完成, 也可以先在普通

PCR仪上进行扩增, 再移至实时 PCR上进行熔解

分析。反应程序为 95 5m in; 95 10s, 70 20s

(每个循环下降 1 ) , 75 20s, 循环 10 次; 95

10s, 60 20s(检测荧光) , 75 20s,循环 30次, 荧

光通道选用 FAM 和 TET ; 熔解分析程序: 40 ~

80 ,每度进行 FAM 和 T ET 荧光采集。其检测原

理是野生型基因具有特定的熔点,基因突变导致探

针结合能力下降,熔点会下降 3~ 10 不等,根据熔

点变化即可判断突变的有无。

链霉素耐药突变检测分两管在双色实时 PCR

仪器进行。一管检测 r p sL 43、rp sL 88 密码子基因

突变, 另一管检测 rr s513~ 517位点和 r r s905~ 908

位点基因突变, PCR 体系按照试剂盒说明书配制,

25 L 检测体系含 20 L PCR 反应液和 5 L 模

板 DNA。

1. 3. 1 特异性考察 用中国药品生物制品检定所

提供的 37株非结核分枝杆菌考察该试剂盒的分析

特异性。

1. 3. 2 灵敏度考察 将纯化的标准株基因组 DNA
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以 10倍梯度从 105拷贝/ L 稀释到 100拷贝/ L 作

为扩增模板, 考察该试剂盒的分析灵敏度。

1. 4 标本检测 将不同来源的 906 株结核患者临

床分离株用该试剂盒进行检测, 所有检测为突变的

标本、疑似为杂合的标本、与药敏结果不符的标本均

测序验证。测序由北京六合华大基因科技股份有限

公司完成。

2 结 果

2. 1 体系分析特异性考察 经验证, 37份非结核

分枝杆菌中只有 1 份非结核分枝杆菌在 r rs513环

区有非特异信号, 为胃分枝杆菌,但在其它 3个位点

均无信号,故不影响检测,如图 1。

图 1 试剂盒分析特异性考察

图中阳性对照及空白对照用实线表示, 37 株非结核分

枝杆菌用虚线表示

Fig. 1 Results of the analytical specificity test

The so lid line represented wild type cont rol and non

template contr ol, w hile the dashed line r epr esented

37 standard non tuberculosis mycobacter ium strains

2. 2 体系分析灵敏度考察 经验证,该试剂盒可以

检测出 5~ 50copies H37Rv 每反应, 且各浓度梯度

的 Tm值均一性良好。

2. 3 标本检测结果 共检测了 906份结核分枝杆

菌培养标本,其中 103份标本发生突变,突变比例为

11. 37%, 有 18份标本存在杂合信号, 17份标本存

在不同程度的无信号现象。实时检测结果具体总结

如表 1。

在 4 个检测区域中, r p sL 43 位点的突变率最

高,占到突变总数的 77. 67% ; rr s513区域和 r p sL 88

位点突变率次之, r rs905区域的突变率最低, 占突变

总数比例分别为 10. 68%、10. 68%和 0. 97%。所得

结果与文献中所报道的相符
[ 14 15]

。

18 份存在杂合信号的标本在实时结果中体现

为在野生峰的左侧突变位置有小峰,或者野生峰的

左侧往上偏, 甚至峰值偏低 1 左右。出现这几种

情况的峰型后, 将该标本出现杂合信号的相应区域

进行测序验证, 杂合测序结果如图 2。

17份标本在不同区域的实时结果没有信号, 且

均做过重复实验,具体原因可能为: 1)标本中不存在

结核分枝杆菌基因组 DNA,从而无法扩增得到目的

片段; 2)标本中存在较高浓度的抑制剂,产生的目的

片段量大大减少甚至完全没有; 3)人为操作误差或

仪器误差等。

2. 4 测序验证 103份突变标本的测序结果与使

用结核分枝杆菌链霉素耐药突变检测试剂盒所得结

果符合率为 100%。具体测序结果及其对应 Tm值

如表 2。另外, r p sL 43、rp sL 88、r rs513和 rr s905 4

个位点的野生 Tm 值分别为 59 、67 、65 和

62 。表中比率为该种突变类型占突变总数的百

分比。

表 1 结核分枝杆菌临床分离株探针熔解分析法检测结果

Table 1 Results of Mycobacterium tuberculosis clinical isolates by using PMA

r p sL 43 r p sL 88 r rs513 r r s905 总计

野生 797( 87. 97% ) 878( 96. 91% ) 894( 98. 68% ) 900( 99. 34% ) 768( 84. 77% )

突变 80( 8. 83% ) 11( 1. 21% ) 11( 1. 21% ) 1( 0. 11% ) 103( 11. 37% )

杂合 14( 1. 55% ) 3( 0. 33% ) 0( 0. 00% ) 4( 0. 44% ) 18( 1. 99% )

无信号 15( 1. 66% ) 14( 1. 55% ) 1( 0. 11% ) 1( 0. 11% ) 17( 1. 88% )

注: 数字为各类标本总数,括号中为此类标本占总标本的百分比。

18份杂合标本的测序结果中, 4份标本为杂合,

如图 2, rp sL 43位点野生型序列为 AAG,同时不同

程度杂合了 r p sL 43位点序列为 AGG 的扩增产物,

说明在野生型菌株 DNA 模板中存在突变为 AGG

的菌株 DNA 模板。11 份标本测序只得到纯合结

果,可能是因为测序的检测灵敏度低于此检测体系

的灵敏度,从而无法得到杂合结果。2份标本在探

针覆盖区均为野生序列, 但是在探针左边非覆盖区

的第一个碱基由 C突变为 T ,此即为熔解峰异常的

原因,但之前文献中并未报道过此位点与链霉素耐
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药的相关性, 并且这 3份标本均无药敏结果,因此无

法判断这 3份标本耐药与否。在链霉素耐药相关位

点,用此检测体系得到的结果与测序结果的一致性

达到 100%。

表 2 突变标本测序结果

Table 2 Sequencing results of mutant isolates

区域 突变类型
Tm 值

( )

标本数量

(份)

比率

( % )

rpsL43 AAG AGG 54 1 75 72. 82

AAG AT G 52 1 5 4. 85

rpsL88 AAG AGG 60 1 8 7. 77

AAG AT G 62 1 3 2. 91

r rs512 514A C 60 1 10 9. 71

517C T 53 1 1 0. 97

r rs905 906A G 57 1 1 0. 97

图 2 4份杂合标本测序结果

Fig. 2 Sequencing results of the four heterozygous isolates

2. 5 药敏结果对照 在上述 908份标本中, 37份

标本有药物敏感试验结果, 具体对照情况如表 3。

在这 37份标本中,实时检测为突变的药敏结果均为

耐药,但有 9份标本实时检测为野生而药敏结果也

为耐药。这种情况是可能出现的, 因为在链霉素耐

药菌株中,只有 75%左右的菌株会发生基因突变,

约 25%的菌株基因型为野生,一方面可能是在目前

报道的链霉素相关突变位点之外的区域存在未被发

现的突变;另一方面可能并不是基因突变而导致耐

药,而可能与细胞膜的通透性有关
[ 16 17 ]

。由于目前

只检测了 37份有药敏结果的标本,药敏结果为耐药

的标本只有 16份,因此突变检出率并不能真正反应

此检测方法的临床灵敏度。

为更好地评价探针熔解分析法, 将 37份有药敏

结果的标本均进行测序验证。4 个检测区域采用 3

个片段进行测序: r p sL 43 和 r p sL 88 使用一对测序

引物扩增并测序, rr s512采用一对测序引物扩增并

测序, r rs905采用一对测序引物扩增并测序。具体

测序结果如表 4。

表 3 实时结果与药敏结果对照(份)

Table 3 Comparison of drug susceptibility results

实时结果
药敏结果

敏感 耐药

野生 21 9

突变 0 7

表 4 有药敏结果的 37份标本测序结果

Table 4 Sequencing results of 37 samples

r p sL 43 r p sL88 r r s513 r r s905

突变 4 1 2 0

野生 33 36 19 27

无带 0 0 16 10

注:无带指扩增后进行琼脂糖凝胶电泳无条带。

用探针熔解分析法检测出的 7份突变标本测序

均为突变, 与药敏结果一致。其中, r p sL 43 位点 4

份突变标本均由 AAG突变为 AGG, rp sL 88位点 1

份突变标本由 AAG突变为 AGG, r r s513位点 2 份

突变标本分别为 514A C 和 517C T。与药敏结

果不符的 9份耐药标本实时检测均为野生, 经测序

验证,这 9份标本的 4个检测区域均为野生型,证实

了探针熔解分析法的准确性, 同时也提示耐药机制

可能为这 4个区域以外的基因突变或者是其它的耐

药机制如细胞膜通透性改变。

另外,这 37份标本均为 2008年初分离、培养及

提取的,且经过多次实验, 冻融次数较多, 加上基因

组较容易断裂, 导致此批标本降解情况严重, 因此会

有部分标本无法扩增成功, 琼脂糖凝胶电泳后并无

产物条带,无法进行测序分析。而由于测序的 3 个

片段采用不同的 3对引物扩增, 其扩增效率并不相

同, r p sL 片段的扩增效率较 rr s513 和 r r s905 这两

个片段的扩增效率高, 37份标本 r p sL 片段的测序

结果均正常,而 rr s513 和 rr s905片段分别有 16 份

和 10份标本无目的条带。

总之,所有有测序结果的标本或片段的测序结

果均与探针熔解分析法检测所得结果一致, 验证了

探针熔解分析法的实用性。但有药敏结果的标本数

只有 37份,探针熔解分析法仍需更多有药敏结果的

标本验证,以体现此方法的可靠性。

3 讨 论

由于结核分枝杆菌生长缓慢,经增菌培养再做

药物敏感性试验一般需要 4~ 6 周, 因此, 对耐药结

核病患者的治疗不能及时提供有效的指导, 难以满

足临床的需要, 迫切需要快速检测结核杆菌耐药性
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的实验方法。近年来逐渐发展了一些基于分子水平

的检测基因突变的方法,如单链构象多态性分析法

( SSCP) , 限制性片段长度多态性分析法 ( RFLP) ,

DNA 测序法, 线性探针杂交法等,相比于培养方法

更为快速,在一定程度上提高了检出率和通量, 但是

均需要进行 PCR 后处理, 不仅影响了检测效率, 易

引起扩增产物污染,而且增加了操作难度, 提高了对

实验室的要求。相比之下, 实时荧光 PCR技术有着

显著的优点。首先,具有实时扩增实时检测的优势,

大大节省检测时间。本实验的单个样品的检测时间

只需2 h;没有 PCR后处理的步骤,减少了污染的机

会;同时还具有多重 PCR 高效、快捷、简便、经济等

优点,可以同时对结核分枝杆菌链霉素耐药多个相

关基因突变同时进行检测, 特别适用于大批量筛查。

大多数菌株链霉素耐药的产生是由于核糖体蛋

白 S12编码基因( r p sL )和 16S核糖体 RNA编码基

因( r rs ) 突变所致, 70% 以上的基因突变发生在

r p sL 43位点。本文所考察试剂盒针对 r p sL 43、

r p sL 88、rr s513~ 517和 r rs905~ 908四个区域进行

检测,可以检测到在这四个区域发生突变的全部菌

株,但是对于未检测出突变的并不能肯定该菌株对

于链霉素为敏感。

本研究应用探针熔解分析法, 筛查了 906份结

核分枝杆菌菌株。从检测结果可以看出,有11. 73%

的标本存在基因突变, 在四个检测区域中, r p sL 43

位点的突变率最高, 占到突变总数的 77. 67%;

r rs513区域和 r p sL 88位点突变率次之, r r s905区域

的突变率最低, 占突变总数比例分别为 10. 68%、

10. 68%和 0. 97%。37 份有药敏结果的标本中, 药

敏为敏感的标本用本研究所采用的方法所得结果均

为野生型,说明本研究所采用的方法有很高的特异

性。而药敏为耐药的 16份标本仅检测到 7份突变,

另外有 9份标本实时检测为野生,而且经测序确认,

该检测体系中的 4个位点均未发生突变, 可能是在

这 4个位点以外的基因上发生突变或者是其它的耐

药机制如细胞膜通透性改变。而由于目前只检测了

37份有药敏结果的标本, 药敏结果为耐药的标本只

有 16份,因此突变检出率并不能真正反应此检测体

系的临床灵敏度。

总之,本研究所采用的检测体系与药敏结果以

及测序结果的一致性较好, 检测覆盖范围广,并且操

作简便,检测快速,符合临床的需要, 虽然受限于其

自身耐药突变的特点而无法检出所有的耐药结核分

枝杆菌,但对于快速筛查结核分枝杆菌链霉素耐药

突变以及制定相应治疗方案、从而降低耐药菌株在

人群中的传播具有十分积极的意义,有望成为适合

于临床使用的诊断方法。
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