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PCR-探针熔解分析法检测结核分枝杆菌利福平
耐药性的临床应用

李国利 1 李庆阁 2* 王倩 1 张灵霞 1

【摘要】 目的 评价 PCR-探针熔解分析法（probe melting analysis assay, PMAA）检测结核分枝杆菌（Mycobacteri-
um tuberculosis, MTB）对利福平（rifampin, RFP）耐药性的临床应用价值。方法 采用常规比例法和 PCR-PMAA 对 512
株 MTB 临床分离株进行 RFP 药敏试验， 并进行 RFP 耐药相关基因 rpoB DNA 测序。 结果 以常规比例法为标准，

PCR-PMAA 检测 RFP 耐药性的敏感性、特异性分别为 97.5%、96.2%，阳性和阴性预测值分别为 94.1%、98.4%、符合

率及约登指数分别为 96.7%及 0.93。 193 株比例法和 PCR-PMAA 两法检测均耐药的菌株， 经 DNA 测序证实 174 株

rpoB 基因 RFP 耐药决定区（RFP resistance determining region，RRDR） 发生单位点密码子突变，19 株 RRDR 发生不同

组合型的双位点密码子联合突变；5 株比例法检出耐药、PCR-PMAA 敏感的菌株，DNA 测序 rpoB 基因未见突变；12
株比例法检出敏感、PCR-PMAA 耐药的菌株，DNA 测序证实其中 7 株 511 位点密码子突变，5 株 533 位点密码子突

变；302 株两法检测均敏感菌株 DNA 测序结果未见 rpoB 耐药相关的基因位点突变。 PCR-PMAA 检测 MTB 临床分离

株 rpoB 基因突变结果与 DNA 测序结果完全一致。 结论 PCR-PMAA 法能高效检出 MTB 对 RFP 耐药的相关基因突

变，用于检测 MTB 对 RFP 耐药性的敏感性高、特异性强，方法简便、快速、价廉，具有良好的临床应用前景。
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Evaluation of PCR-probe melting analysis assay for detection of rifampin-resistance in
Mycobacterium tuberculosis clinical isolates
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【Abstract】 Objective To evaluate the clinical application of PCR -probe melting analysis assay (PMAA) for
detection of rifampin (RFP)-resistantce in Mycobacterium tuberculosis (MTB) clinical isolates. Methods Conventional
proportion method (PM) and PCR-PMAA were used to do RFP drug susceptibility test of 512 MTB clinical isolates. The
rpoB genes of all clinical isolates were sequenced. Results Using PM as control, the sensitivity, specificity, positive
predictive value,negative predictive value, coincidence rate and Youden index with PCR-PMAA of RFP-resistance test
were 97.5%,96.2%,94.1%,98.4%,96.7% and 0.93 respectively. In 193 RFP-resistant clinical isolates detected by both PM
and PCR-PMAA methods showed that, 174 had single codon mutations and 19 had double codon mutations in RFP
resistance determining region of rpoB gene; 5 clinical isolates were RFP-resistant by PM method but RFP-sensitive by
PCR- PMAA method had no mutations in rpoB genes; Among 12 clinical isolates of RFP- sensitive by PM method and
RFP- resistant by PCR-PMAA method, 7 mutations were at 511 codon and 5 mutations were at 533 codon in rpoB gene.
No mutations associated with resistance in rpoB gene were found in 302 RFP-sensitive clinical isolates by both PM and
PCR-PMAA methods. The mutations in rpoB genes of MTB clinical isolates tested by PCR-PMAA method were identical
with DNA sequencing. Conclusions PCR-PMAA method could effectively detect mutations in RFP-resistant genes of
MTB, and it is sensitive, specific, simple, rapid and inexpensive for RFP-resistance determination of MTB. It possesses a
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结核病至今仍是危及人类健康的重大传染病之

一。耐药结核病，尤其是耐多药和广泛耐药结核病的

出现和传播， 使结核病成为严重危及全球的公共卫

生问题之一。 及时发现耐药结核患者对结核病的治

疗及控制有着重大意义。 利福平（rifampin, RFP）是

抗结核联合化疗中主要的一线药物， 在结核病化疗

中起着重要作用。
目前， 临床 实 验 室 常 规 采 用 的 结 核 分 枝 杆 菌

（Mycobacterium tuberculosis, MTB）比例法或绝对浓

度法药敏试验，操作复杂，检测周期长达 4～6 周。 伴

随着 MTB 耐药分子机制的阐明，通过检测耐药基因

突变快速诊断耐药结核病的技术日益受到重视。 本

研究采用 PCR-探针熔解分析法（probe melting anal-
ysis assay，PMAA），通过检测 MTB 临床分离株 rpoB
基因中 RFP 耐药决定区（RFP resistance determining
region，RRDR）81 个碱基范围的突变， 判断 MTB 对

RFP 的耐药性，并同常规比例法药敏结果进行比较，
报告如下。

材料与方法

一、材料

1. 菌株： 采用本室保存的 MTB 标准株 H37Rv
和 2006-2010 年收集的 512 株 MTB 临床分离菌株。

2. 药物：RFP 25 g/瓶，批号：074K1601，Sigma 公

司产品。
3. 培养基：改良罗氏培养基和 RFP 含药改良罗

氏培养基由本室自制。 用于比例法药敏检测的 RFP
含药培养基药物终浓度为 40 μg/ml， 用于最小抑菌

浓度（MIC）检测的 RFP 含药培养基药物终浓度分别

为 0.5、1.0、5、10、20、30、40、50、60、80 μg/ml。
4. 仪器： 美国伯乐公司生产的 Bio-Rad CFX96

实时荧光定量 PCR 仪。
二、方法

1. 药敏试验： 参照 《结核病诊断实验室检验规

程》 [1] 进行 MTB 临床分离株的 RFP 比例法药敏试

验。
2. DNA 模板制备：取适量改良罗氏培养基上生

长的 MTB 培养物，悬浮于 250 μl DNA 提取液中，于

99 ℃加热 20 min，12 000 r/min 离心 10 min， 取上清

直接使用或移至 1.5 ml 离心管内，-20 ℃保存，1 个

月内使用，避免反复冻融。
3. PCR-PMAA 检 测：PCR-PMAA 在 A 和 B 双

管 内 进 行 ，A 和 B 管 各 25 μl 反 应 体 系 中 分 别 含

19.6 μl RFP PCR 混合液 A 和 B， 二者内均含 rpoB
PCR 扩增引物、4×dNTP、PCR 缓冲液和去离子水，分

别含有羧 基 荧 光 素（carboxyfluorescein, FAM）、四 氯

荧光素(tetrachlorofluorescein, TET)标记的 rpoB 511、
526 密码子区双探针和 516、531 密码子区双探针，
0.4 μl TB 酶 混 合 液 （内 含 UNG 酶 、TaqDNA 聚 合

酶），5 μl DNA 模板。 同时设阴性和阳性对照（MTB
H37Rv 株 DNA）。 置 Bio-Rad CFX96 实时荧光 PCR
扩增仪内，UNG 酶处理 50 ℃ 2 min，90 ℃ 10 min 预

变性后，95 ℃ 15 s、70 ℃ 20 s （每个循环下降 1 ℃）
和 76 ℃ 25 s touchdown 循环 13 次，95 ℃ 15 s、57 ℃
20 s 和 78 ℃ 25 s 循 环 42 次 ，95 ℃ 2 min，40 ℃
2 min，40~85 ℃（设置在此阶段每 1℃采集 FAM 和

TET 通道荧光信号），循环 1 次。
4. PCR-PMAA 结果分析及解释： 阳性对照，即

野生型在各反应体系及各通道中的熔解曲线的熔点

（Tm） 值范围如下： 反应体系 A 中 FAM 通道 （66±
1）℃，TET 通道（74±1）℃；反应体系 B 中 FAM 通道

（65±1）℃，TET 通道（67±1）℃。 通过比较所检测样品

与阳性对照之间 Tm 值的差异， 判断样品是否发生

突变。 当 4 个通道中样品熔点与阳性对照的熔点均

一致（误差不超过 1 ℃）时判定为野生型，试验菌株

对 RFP 敏感；4 个通道任一通道中样品的熔点低于

阳性对照 2 ℃及以上时 （△Tm≥2 ℃） 判定为突变

型，试验菌株对 RFP 耐药。
5. DNA 测序：参照文献[2]的方法对 RFP 耐药相

关基因 rpoB PCR 扩增后进行 DNA 测序。
6. MIC 检测： 刮取适量在改良罗氏培养基上传

代培养 3 周龄生长良好的 MTB H37Rv 株和 MTB 临

床分离株培养物， 在带玻璃珠无菌 0.5%吐温 80-生

理盐水试管内磨菌制备菌悬液，振荡 2~3 min 后，室

温 静 置 15～20 min， 取 上 层 液 体 稀 释 制 备 1 mg/ml
(MacFarland No.1)菌悬液。将 1 mg/ml 菌悬液 10 倍倍

比稀释至 10-2 mg/ml，分别接种于含药培养基和不含

good prospects in clinical application.
【Key words】 Mycobacterium tuberculosis Probe melting analysis assay Rifampin Drug -resistant

Gene mutation
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药对照培养基斜面上， 接种菌终浓度为 10-3 mg/ml。
置 37℃培养 4 周后观察结果。 不含药对照管生长旺

盛，以不含肉眼可见菌落或菌落数少于 1%的药物浓

度最低管为 MIC。

结 果

一、PCR-PMAA 与比例法药敏结果比较

PCR-PMAA 与比例法检测 512 株 MTB 临床分

离株 RFP 药敏结果比较见表 1。

表 1 PCR-PMAA与比例法药敏结果比较（株）

PCR-PMA 法
比例法

合计
耐药 敏感

耐药 193 12 205
敏感 5 302 307
合计 198 314 512

以 常 规 比 例 法 检 测 结 果 为 判 断 标 准 ，
PCR-PMAA 检测 MTB 临床分离株 RFP 药物耐药性

的敏感性、 特异性分别为 97.5%、96.2%， 阳性预测

值、阴性预测值分别为 94.1%、98.4%，符合率和约登

指数分别为 96.7%和 0.93。
二、PCR-PMAA 与 DNA 测序结果比较

PCR-PMAA 检测为 RFP 耐药的 205 株 MTB 临

床分离株，DNA 测序均显示 rpoB 基因不同位点密码

子 突 变 ；PCR-PMAA 检 测 为 RFP 敏 感 的 307 株

MTB 临床分离株，DNA 测序均未见 rpoB 基因突变，
PCR-PMAA 检测 MTB 临床分离株 rpoB 基因突变结

果与 DNA 测序结果完全一致，见表 2。
三、MIC 测定结果

MTB 标准株 H37Rv 株的 RFP MIC 为 1 μg/ml。
比例法敏感 的 7 株 511 位 密 码 子 突 变 株 RFP MIC
检 测 ，2 株 MIC 为 5 μg/ml，4 株 为 10 μg/ml，1 株

为 20 μg/ml； 比例法敏感的 5 株 533 位密码子突变

株 RFP MIC 检测， 其中 1 株 MIC 为 10 μg/ml，3 株

为 20 μg/ml，1 株 为 30 μg/ml； 比 例 法 耐 药 的 6 株

533 位密码子突变株 RFP MIC 检测结果表明， 其中

4 株 MIC 为 40 μg/ml，2 株为 60 μg/ml。

讨 论

RFP 是一种广谱抗菌药物，对 MTB 亦具有良好

抗菌活性，RFP 通过与 MTB RNA 聚合酶 B 亚基结

合，抑制转录起始，实现杀菌效果。 rpoB 是细菌 DNA

依赖的 RNA 聚合酶 B 亚单位的编码基因，现有的研

究表明 rpoB 基因中长 81 个碱基的核心区域 （编码

507~533 位共 27 个氨基酸的密码子）， 即 RRDR 发

生突变时， 使 RNA 聚合酶 B 亚单位酶结构改变，
RFP 不能与细菌 RNA 聚合酶 B 亚单位结合，而出现

耐药[3]。 已证明 RFP 耐药的 MTB 临床分离株中 90%
以上，甚至﹥97%可发生 rpoB 基因 RRDR 突变 [4~10]，
至今已发现 80 余种单位点密码子突变、70 余种双

或 3 位点密码子联合突变、20 余种缺失突变和 4 种

插入突变类型[4,5，9，11~18]。 本研究采用的 PCR-PMAA 以

rpoB 为靶基因序列对所测菌株样品在 2 个 PCR 反

应 体 系 扩 增，A 反 应 体 系 内 含 有 FAM 标 记 的 rpoB
511 密码子区和 TET 标 记 的 rpoB 526 密 码 子 区 探

针，B 反应体系内含有 FAM 标记的 rpoB 516 密码子

区和 TET 标记的 rpoB 531 密码子区探针，4 条探针

涵盖了 rpoB 基因 507~533 位核苷酸密码子，能检测

PCR-PMAA rpoB 基因测序密码子突变位点 菌株数

R 512 位 1
R 513 位 2
R 516 位 14
R 522 位 1
R 526 位 44
R 531 位 106
R 533 位 6
R 505 位+511 位 1
R 508 位+526 位 1
R 509 位+531 位 1
R 510 位+526 位 1
R 511 位+516 位 2
R 511 位+526 位 3
R 515 位+516 位 1
R 515 位+533 位 1
R 516 位+522 位 2
R 516 位+526 位 1
R 516 位+531 位 1
R 516 位+533 位 1
R 524 位+531 位 1
R 526 位+529 位 1
R 526 位+533 位 1
R 511 位 7
R 533 位 5
S WT 307

注：R 为耐药；S 为敏感；WT 为野生型

表 2 PCR-PMAA 与 DNA 测序结果比较
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该区域所有位点的突变。 在 PCR 扩增中产生大量靶

基因序列，靶序列与探针杂交，杂交产物具有特定的

熔点， 含有突变的靶序列与探针的杂交产物熔点较

低。 以荧光为检测信号， 实时监测靶序列熔点的变

化，判断靶序列有无突变，以此判断菌株对 RFP 药

物的耐药信息，实现对 RFP 药敏的检测。
本研究对 302 株比例法与 PCR-PMAA 检测均

敏 感 的 MTB 菌 株 进 行 DNA 测 序， 结 果 证 实 所 测

rpoB 基因未见与耐药相关的突变。 210 株比例法和

（或）PCR-PMAA 检测耐药菌株样品中，两法检测结

果均耐药的 193 株样品， 经 DNA 测序证实 174 株

RRDR 发生单位点密码子突变，19 株 RRDR 发生不

同组合型的双位点密码子联合突变；5 株比例法检

出耐药、PCR-PMAA 敏感，DNA 测序 rpoB 基因未见

突变；12 株比例法检出敏感、PCR-PMAA 耐药的菌

株，DNA 测序证实其中 7 株 511 位点密码子突变，5
株 533 位点密码子突变，尽管 PCR-PMAA 与比例法

所得结果不一致，但其与 DNA 测序结果相一致。 关

于 533 位点密码子突变与 RFP 的耐药相关性，在不

同研究中突变菌株显示表型耐药或敏感 [4，7，10，13，15]；国

内外研究表明 511 位点密码子突变常伴随其他位点

的联合突变而引起耐药， 其联合突变类型达 20 余

种，在 RFP 耐药株中发现 511 位密码子单位点突变

的频率很低，仅为 0～1.67%[4~6，10，13，15]。 本研究在敏感

株中发现 511 位密码子单位点突变， 这在目前的报

道中少见。 为进一步探讨 511 位和 533 位密码子突

变与 MTB RFP 耐药的相关性， 本研究对 rpoB 基因

511 位密码子单位点突变的 7 株 MTB 临床分离株

（比例法敏感） 和 rpoB 基因 533 位密码子单位点突

变的 11 株 MTB 临床分离株 （6 株比例法耐药、5 株

比例法敏感）RFP 的 MIC 测定， 结果表明 511 位点

突 变 株 的 MIC 为 5~20 μg/ml，533 位 点 突 变 株 的

MIC 为10~60 μg/ml。 结果提示 MTB rpoB 511 位点

突变可能与 RFP 低度耐药相关，533 位点突变则处

于比例法 RFP 耐药判定的临界值或低于临界值的

低度耐药。 这一结果表明某些比例法或绝对浓度法

敏 感 的 菌 株 可 能 已 出 现 RFP 低 度 耐 药 ， 应 用

PCR-PMAA 检测 rpoB 基因 511、533 位点突变则可

以发现该类菌株，给临床治疗以提示。
本 研 究 结 果 表 明 ，PCR-PMAA 检 测 MTB RFP

耐药性的敏感性高、特异性强、与常规比例法符合率

高。 同时，还具有以下优点：①检测快速、通量高，对

临床分离株培养物样品检测可在 3 h 内完成， 且每

次上机可同时检测 48 份样品； ②操作简便，PCR 与

荧光探针杂交在同一反应体系内实时进 行， 不 需

PCR 扩增后的杂交过程； ③PCR 与荧光探针杂交在

同一反应体系内闭管进行， 不易造成实验室样品间

PCR 扩增子的交叉污染；④检测结果阴性、阳性可通

过熔解曲线 Tm 值进行判定， 结果分析客观， 易判

定； ⑤方法可靠， 检测基因突变类型广泛， 能检测

rpoB RRDR 内的各种类型突变； 检测基因突变部位

结果准确，该方法与 DNA 测序结果一致；⑥价格相

对低廉。
总之， 新型的 PCR-PMAA 检测 MTB RFP 药敏

的方法，能简便、快速、准确、高效地检出 MTB RFP
耐药相关基因突变， 实现对 MTB RFP 耐药性的检

测，不仅有助于指导临床合理用药，同时有可能成为

耐药结核病动态监测和流行病学研究的有力工具，
具有良好的临床应用前景。
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·临床经验交流·

对我院 2011 年 7~12 月 207 例肺结核合并下呼

吸道真菌感染患者病原菌的分布及对常用抗真菌药

物的耐药现状进行回顾性分析，报告如下。
材料与方法

1. 标本来源：收集肺结核患者的痰液、咽拭子、
纤支镜痰液、肺泡灌洗液标本。

2. 方法：送检标本进行真菌培养。按操作规程[1]，
取标本直接划种在沙氏琼脂及显色琼脂，35℃培养、
分离并进行菌种鉴定和药敏试验。参照 2011 版美国

临床实验室标准化委员会标准（NCCLS）进行结果判

断。
3. 统计学方法：应用 WHONET 5.4 软件。
结 果

1. 真菌分类：207 株真菌中，白色念珠菌 126 株

（60.9%），热带念珠菌 29 株（14.0%），光滑念珠菌 17
株（8.2%），近平滑念珠菌 14 株（6.8%），克柔念球菌

12 株（5.8%），曲霉菌 3 株（1.4%），其他念珠菌 6 株

（2.9%）。
2. 药敏结果：207 株真菌的药敏结果见表 1。 敏

感率由高到低依次为两性霉素 B、5-氟胞嘧啶、氟康

唑、伊曲康唑、益康唑和酮康唑。

表 1 药敏试验结果[株（%）]

药物 敏感 中敏 耐药

两性霉素 B 207（100.0） 0（0.0） 0（0.0）
5-氟胞嘧啶 201（97.1） 2（1.0） 4（1.9）
氟康唑 194（93.7） 1（0.5） 12（5.8）
伊曲康唑 189（91.3） 2（1.0） 16（7.7）
益康唑 152（73.4） 6（2.9） 49（23.7）
酮康唑 146（70.5） 6（2.9） 55（26.6）

讨 论

肺结核患者多伴有支气管黏膜上皮受损，气道

反应性增高，渗出、增生、干酪及空洞等病变，不程度

损害了肺组织结构的完整性，给真菌的定植、生长提

供了有利环境。 肺结核患者由于营养不良、低蛋白血

症等原因，机体免疫功能下降，易合并真菌感染[2]。
（下转第 795 页）
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