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【摘要】 目的 探讨结核杆菌耐利福平（!"#）检测基因芯片在结核病诊断及其耐药性检测中的
应用价值。方法 采用结核杆菌耐 !"#芯片对 $%株 !"#耐药的临床分离菌株，&’(例肺结核患者、()
例非结核病的其他患者的痰标本中的结核杆菌及其 !"#耐药性进行了检测，基因芯片检测结果与痰
涂片、细菌培养及结核杆菌标准化药敏试验结果比较。结果 结核杆菌耐 !"#检测芯片检测 $%株耐
药株，有 $$株判定为 !"#耐药株，与传统药敏试验结果的符合率为*+,(*-。对 ()份其他患者的痰
液标本进行结核杆菌检测，特异性为*(,%*-。对 &’(份结核患者痰标本中结核杆菌进行检测，痰涂
片法阳性率$%,(*-（$. / &’(），细菌培养法阳性率(0,+$-（(* / &’(），基因芯片法阳性率)),+%-（)* /
&’(）。传统的药敏试验报告 &’(份痰标本仅 (*份培养出结核分支杆菌，其中 0份 !"#耐药株，而基因
芯片法检测 &’(份痰标本中发现 (’份耐 !"#结核杆菌。主要基因突变位点为 %$&、%(.和 %&.。结论
采用结核杆菌耐 !"#检测芯片检测结核杆菌及 !"#耐药性具有快速简便、特异性高的特点。
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中国是世界上结核病负担最重的((个国家之
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一，进入 (&世纪，中国的结核病流行趋势令人关注，
(’’’年全国结核病流行病学抽样调查显示，我国结
核病疫情有如下特点：高患病率、高耐药率、高死亡

率、高感染率、低递减率、病例发现率低等特点［&］。

因而如何控制传染源、尽早发现新病例、快速而准确

地检测结核分支杆菌的耐药性，成为结核病防治工

作中的当务之急。由于基因芯片具有高通量、大规

模、高度并行性、快速高效、高灵敏度、高度自动化等
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特点，因而将基因芯片技术与结核杆菌及其耐药性

检测结合起来，成为目前研究的一个热点。

材料与方法

! "标本来源：#$ 株结核分支杆菌临床分离株，
!%&份临床诊断为“肺结核”住院患者的晨痰标本及
&’份非结核病的其他患者的痰液标本，由南宁市第
四人民医院提供。按全国结核病细菌学检验标准化

规程进行痰涂片、分支杆菌培养、菌种鉴定和药敏试

验。

& "主要试剂和仪器：结核杆菌耐利福平（()*）芯
片检测基因芯片（上海博星基因芯片有限责任公司产

品）；+,- 酶（日本宝生物产品）；多通道 *.(仪（美国
/0公司产品）；低温高速离心机（美国 12.3/45
.678+2(产品）；杂交炉（73公司产品）；芯片扫描仪
9:;:< => ?%%%1（美国 4>@;公司产品）。

# "结核杆菌耐 ()*检测芯片检测结核分支杆
菌及其 ()*耐药性：
（!）标本处理：!痰标本处理：! 倍体积痰标本
中加入 ’倍体积 ! A@B C 8的 5,6D在 #’E液化 & F；
取! AB经!# %%% G C A=;离心!% A=;，去上清液，沉淀用
! AB HHD&6溶解混匀，再经!# %%% G C A=;离心!% A=;，
重复水洗一次后，去上清；沉淀用&%%"B的裂解液处
理，另加&% AI左右的吸咐剂，煮沸!$ A=;后取出，震
荡# A=;，!# %%% G C A=;离心$ A=;，取上清用于 *.(反
应。#培养分离菌标本的处理：菌标本用 ! AB
HHD&6溶解混匀，!# %%% G C A=;离心!% A=;，去上清，
沉淀用 !%%"B HHD&6 溶解混匀，用 ’%%"B ! A@B C 8
5,65 #’E液化& F，!# %%% G C A=; 离心!% A=;，去上
清，重复水洗一次后，沉淀用&%%"B裂解液处理，另加
&% AI左右吸附剂，煮沸!$ A=;，震荡# A=;，!# %%% G C
A=;离心$ A=;，取上清用于 *.(反应。以下涉及到
引物及其产物的操作步骤必须在避光条件下（有红

灯的暗室内）进行。

（&）*.(反应：!在 &$"B的反应体系中含引物

$ ?"B，模板 $% ;I（标本处理后取上清 &"B），! J
*.(缓冲液，/I.B&! "$ AA@B C 8，H5+*K % "& AA@B C 8及
& 7 +,-酶；*.(程序：L$E # A=;；L$E!% K，M%E !%
K，’&E &% K，!$ 个循环；’&E延伸 # A=;。#取上述
*.(产物做模板，进行下个 *.(反应，在 &$"B的反
应体系中含引物% ?"B，模板 &"B（上述 *.(产物），
! J *.(缓冲液，/I.B&! "$ AA@B C 8，H5+*K % "& AA@B C 8

及 & 7 +,-酶；*.(程序：L$E # A=;；L$E !% K，’&E
!$ K，?%个循环；’&E延伸# A=;。&在&$"B的反应体
系中含引物’ ?"B，模板$% ;I（标本处理后取上清
&"B），! J *.( 缓冲液，/I.B&! "$ AA@B C 8，H5+*K % "&
AA@BC 8 及 & 7 +,- 酶；*.( 程序：L$E # A=;；L$E
!% K，M%E !% K，’&E !% K，?% 个循环；’&E 延伸
# A=;。
（#）*.(产物沉淀：将#及&*.(产物混合，加

?"B核酸沉淀液，?"B 5,4N（<D值$ "&）和O%"B的无水
乙醇，混匀，P &%E放置 #% A=;；在!# %%% G C A=; 和
?E条件下离心操作!$ A=;，完成后小心吸掉上清
液；抽干或烘干。

（?）杂交：加$"B双蒸水溶解沉淀，加阳参液!"B
和’"B的经 M%E预热的杂交液，混匀，L?E变性# A=;
后置冰上，全部转移到芯片的点样区域加盖玻片，杂

交舱内加几滴水，将芯片放入杂交舱，密封杂交舱，

?OE恒温! F。
（$）洗片及扫描：取出芯片，用 ! J 洗脱液冲掉
盖玻片，然后放入盛有 ! J洗脱液的染缸$ A=;，去离
子水冲洗 &次。将芯片室温下避光干燥。用 9:;:<
=> ?%%%1在 ’% Q L%扫描强度下扫描，根据配套软件
分析杂交结果。

结 果

! "基因芯片的点样矩阵分布：基因芯片的点样
矩阵分布结果如表 !所示。

表! 基因芯片点样矩阵分布

点样探针（重复 $点）：阳性外参
$!!5! $!#/&,R $!M5M $&&/!!RN $&M/!!N, $#?5!
$!!5M $!#/NI $!M/#,R $&&/#RN $&M/&,R $#?/I,
$!!/#IN $!$5# $!M/MIR $&M5! $&M/!NI,R $#O5
$!!/#RN $!$/!IR $!M/!,I $&M/!NI $#!5& $#O/RN
$!!/?RN $!$/?IR $!M/?,I $&M/#,N $#!/?NI $!O5
$!#5! $!$/!I, $&&5$ $&M/,I $#!/#NR $!O/,R
$!#/!,N $!$/,I $&&/#NR $&M/NR $#!/N, ?%%5

注：5表示野生型探针，如 $!!5表示能与 $!!位点未发生突变

的 *.(产物完全配对杂交的探针；/表示突变型探针，如 $!!/IN表

示该探针与 $!!位点发生 9!.突变的 *.(产物完全配对杂交；阳

性外参指芯片上固定的植物基因片段。?%%5代表结核分支杆菌的

一段多拷贝基因

& "基因芯片的扫描图谱：在进行杂交信号分析
时，突变型杂交信号与野生型比较，信号强度超过野

生型的 & 倍以上才能记为阳性。在图 !4 中，
$!M/!,I虽然也出现杂交信号，但与 $!M 野生型比
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较，信号强度弱，所以不能判为阳性。因而图 !"所
示菌株仍为 #$%敏感株。

"：#$%敏感株（正常标本）；&：#$%耐药株（’(()!!*+）；,：#$%耐

药株（’-!)-+*）

图! #$%敏感株、耐药株基因芯片扫描图谱

- .结核杆菌耐 #$%芯片检测临床分离菌株：-’
株临床分离菌株，按全国结核病细菌学检验标准化

规程进行分支杆菌培养、菌种鉴定和药敏试验，证实

为 #$% 耐药株，利用结核杆菌耐 #$% 芯片对该 -’
株临床分离菌株进行检测，结果有 --株判定为 #$%
耐药株，与传统药敏试验结果比较，基因芯片法检测

符合率为/0 .(/1。
0 .结核杆菌耐 #$%芯片检测痰标本中的结核

杆菌：!2(例临床诊断为“肺结核”住院患者的晨痰
标本，按全国结核病细菌学检验标准化规程进行痰

涂片、分支杆菌培养，同时采用结核杆菌耐 #$% 芯
片检测痰标本中的结核杆菌。检测结果如表 ( 所
示，基因芯片检测痰标本中结核分支杆菌的阳性率

高于痰涂片法和细菌培养法。对 (3份非结核患者
的痰液标本进行结核杆菌检测，(例阳性，该芯片用
于结核杆菌检测的特异性为/( .’/1。

’ .结核杆菌耐 #$%芯片检测痰标本中的结核
杆菌 #$%耐药性：!2(份临床诊断为“肺结核”住院
患者的晨痰标本，按全国结核病细菌学检验标准化

规程进行分支杆菌培养和药敏试验，结果药敏试验

报告有 (/份培养出结核分支杆菌，其中发现 4份耐
#$%结核杆菌，耐药率(3 .’/1。而基因芯片法检测
!2(份痰标本中 3/份 %,#阳性中发现 (2份耐 #$%
结核杆菌。

表" -种方法检测 !2(份痰标本中结核
分支杆菌的结果比较

方法
结核分支杆菌检测

标本份数 阳性份数 阴性份数 阳性率（1）
痰涂片 !2( -5 55 -/ .(/
细菌培养 !2( (/ 3- (4 .0(
基因芯片 !2( 3/ (- 33 .0’

5 .耐药结核杆菌的基因突变型分析：利用结核
杆菌耐 #$%芯片检测到的 ’’株耐药菌株，其基因突
变类型如表 - 所示。’-! 位点突变占0! .4!1（(- 6
’’），’(5 位点突变占(3 .(31（!’ 6 ’’），’!5 位点突变
占!5 .-51（/ 6 ’’），’(( 位点突变占3 .(31（0 6 ’’），
’!! 位点突变占 - .5-1（( 6 ’’），’!- 位点突变占
- .5-1（( 6 ’’）。

表# ’’

!!

株耐药菌株基因突变型

标本来源 菌株数 突变基因型 标本来源 菌株数 突变基因型

痰标本 0 ’-!)-+*
- ’-!)+7
( ’-!)0+8
- ’(5)!+8
( ’(5)-7+
! ’!5)-7*
! ’!5)58*
! ’!5)!78
( ’!-)!7+
! ’(()!!*+

#$%耐药株 ( ’!!)-*+

!!

- ’!5)-7*

#$%耐药株!! ( ’!5)58*

!! ! ’!5)58*

!! ( ’(()!!*+

!! ! ’(()-+*

!! 0 ’(5)!+8

!! - ’(5)-7+

!! ( ’(5)78

!! ! ’(5)+*

!! 0 ’-!)0+8

!! ’ ’-!)-+*

!! ’ ’-!)+7
合计 ’’

讨 论

药敏检测目的难以圆满实现的主要原因在于药

敏检测方法本身的缺陷。主要表现为耐药性界限不

统一；生长依赖性的药物敏感试验需要较长时间；检

测精度和临床实用性要求尚难两全。随着现代科学

对缓慢生长本质的逐步认识，人们现在的努力集中

在“早期”检出，如微孔法、&",9:,、噬菌体荧光素酶
法、氧化还原酶活性检测等［(］。但是，这些方法也依

赖于菌的生长，仍难以满足真正快速检测的需要。

!//4年，,;<=等报道了结核分支杆菌的基因全
序列，随着对结核分支杆菌分子遗传学研究的深入，

其耐药性的分子机制得到越来越多的阐明。近年
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来，国内外学者采用分子遗传学方法研究了主要抗

结核药物作用的分子机制及其耐药性的分子基础。

已确定主要为基因突变引起耐药性的抗结核药物有

异烟肼、!"#、链霉素、吡嗪酰胺、乙胺丁醇、丙硫异
烟胺、喹诺酮类、甲红霉素等。而每一种耐药性均涉

及到结核杆菌一个或多个基因的突变、缺失或颠换

等［$］。耐 !"#主要是由于药物作用靶分子 !%&聚
合酶!亚单位（’()*）的突变。在结核分支杆菌耐
!"#分离株中，+$, - +.,左右 ’()*序列内的不同
位点存在多种突变，一般发生在./0 - .$$位［1］。
基因芯片技术始创于 2/世纪 +/年代初，是目

前分子生物学最前沿的方法。基因芯片是指将大量

不同的生物信息分子（如寡核苷酸、3%&或 43%&探
针等）以高度密集的方式（通常每平方厘米点阵密度

高于 1//），有序地固定在固相支持物（通常为玻璃）
上而形成微阵列。当荧光标记的靶分子与芯片上的

探针分子相结合后，用激光共聚焦荧光扫描或电荷

偶联摄像机对荧光信号的强度进行检测，从而对杂

交结果进行量化分析，所以可一次性对标本大量序

列进行检测和分析，其最大优势是能同时分析成千

上万个基因。目前结核病的五个一线抗结核药物的

耐药相关基因都已被发现，利用芯片技术可将针对

所有这些突变的探针集成到一张芯片上，只需少量

标本进行一次杂交，即可获得某一菌株对所有五个

一线抗结核药物的敏感性结果。

由博星基因有限公司提供的结核杆菌耐 !"#
检测芯片包含了 ./0、.55、.5$、.5.、.56、.22、.26、.$5
与耐 !"#相关的 ’()*基因密码子突变，以及新发现
的 .//、./2、./.、./6、.57、.$1、.$7 等密码子的突变
位点。为验证该芯片，对 $.株传统药敏试验报告为
!"#耐药株的临床分离菌株，进行芯片检测，结果有
$$株判定为耐药株，与传统药敏试验结果比较，基
因芯片法检测符合率为+1 82+,。2 株检测结果与
传统药敏试验结果不符，是否由于该菌株存在新的

异常突变位点，还有待证实。对 5/2 份患者的痰标
本中结核分支杆菌及其利福平耐药性检测中，传统

药敏试验发现 7份耐 !"#结核杆菌，基因芯片法检
测发现 2/份耐 !"#结核杆菌。尽管有学者认为结
核杆菌的基因型与其表型不完全一致［.］，但由于

!"#耐药性检测芯片在 21 9内可完成 !"#耐药性
的检测，不依赖于菌的生长，因而 !"#耐药性检测
芯片是一种快速、简便的方法［6，0］。同时利用耐 !"#

芯片可以达到快速检测耐药菌株基因突变类型的目

的，在发现的 ..株 !"#耐药菌株中，以 .$5、.26、.56
位点突变为主，这与 :;’4<;等［7］的结果相似。
本研究中所采用的结核杆菌耐 !"#检测芯片，

除了能够检测结核杆菌耐 !"#的 ’()*基因突变，还
设计了针对结核杆菌特异性探针，既提高了检测的

特异性，又能将结核杆菌感染和其他分支杆菌感染

区分。因此该芯片也可作为检测结核杆菌感染的独

立产品。对 5/2例肺结核患者晨痰标本的检测结果
可以看出，基因芯片法检测的阳性率要远高于痰涂

片法和痰细菌培养法。王颖莹等［+］应用压电基因传

感器芯片检测结核分支杆菌 3%&阳性率为12 8.,，
高于 #=!法$6 87,和涂片法的 50,，认为芯片技术
是一种简便、快速的结核分支杆菌检测方法。2///
年流行病学调查（流调）结果显示，在我国结核患者

发现率低，全国有近 2 > $的活动性患者，近 $ > .的涂
阳患者未被发现。由于流调中主要采用的是涂片

法，而抗酸染色镜检阳性率仅为 $/,左右，因而结
核杆菌耐 !"#检测芯片应用于检测结核杆菌感染，
有助于提高患者发现率。
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